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Generacion de la interfase materno-fetal

1. Decidualizacion

El proceso que transforma el endometrio en decidua involucra una serie de
eventos coordinados que afecta a varias poblaciones celulares presentes en la
mucosa uterina. Luego de la menstruacién, bajo la influencia de estrégenos se
produce una rapida proliferacion de células epiteliales y estromales (fase
proliferativa). Posteriormente a la ovulacién, cuando los niveles de progesterona
comienzan a aumentar, cesa la proliferacién y comienza la diferenciacién (fase lutea
0 secretoria). Este proceso se inicia en el ciclo menstrual normal y eventualmente
termina junto con él. Si ocurre la fertilizacién, los cambios en las células estromales
son mas evidentes y llevan a la diferenciacién de la decidua en capas con funciones
mas especializadas. La principal funcién de la misma sera la de soporte sélido para
la nutricién y desarrollo del feto (1).

2. Desarrollo del trofoblasto e implantacion del blastocisto

Una vez producida la fecundacién, entre el oocito y €l espermatozoide, la
célula huevo comienza a dividirse en forma desigual dando lugar a los blastomeros.
En el estadio de 8 células los blastémeros comienzan a compactarse formando la
moérula. Los 4 blastémeros periféricos daran lugar al trofoectodermo mientras los 4
internos daran origen al macizo celular interno (embrién propiamente dicho).

Mientras las divisiones contintan, en la mérula se genera una cavidad
interna (blastocele) y el macizo celular interno quedara ubicado en el polo apical,
dando lugar entonces al blastocisto. Cuando éste llega al atero, luego de 6 o 7 dias
de la ovulacién se producira un contacto inicial entre el trofoectodermo y el epitelio
uterino. Al momento de la implantacién, el epitelio se encuentra “receptivo” bajo la

influencia de hormonas esteroideas. El periodo de receptividad o “ventana de




Ramhorst R. Introduccién

implantacién” en el hombre dura aproximadamente 7 dias e involucra cambios
estructurales como pérdida de las vellosidades y alteraciones en las uniones
celulares estrechas. Las bases moleculares de la ventana de implantacion todavia
no son muy claras. Sin embargo las evidencias sugieren que el estado receptivo del
utero esta sincronizado con el estado de activacion del blastocisto (1,2). En ese
momento el trofoectodermo pasa a ser el trofoblasto que posteriormente se
diferenciara en dos capas. Una mas externa multinucleada llamada
sinciciotrofoblasto y l1a otra mas interna conteniendo células monucleares llamada
citotrofoblasto primitivo. Este ultimo se diferencia siguiendo 2 caminos: el
citotrofoblasto viloso y el extraviloso (ver Figura 1). Ambos poseen tipos celulares
fenotipicamente y funcionalmente distintos e interaccionan con distintas células
maternas. El trofoblasto viloso cubre la placenta definitiva y participa en funciones
de oxigenacion y transporte de nutrientes. Por el contrario, el citotrofoblasto
extraviloso migra profundamente en la mucosa uterina contactandose con células
maternas. Finalmente el blastocisto queda incluido en el endometrio uterino. Asi, el
trofoblasto esta programado para invadir cualquier tejido y la decidua esta

especializada en controlar la sobre invasion del mismo (1).

i Células madres '
Trofoectodermo c't°trfi<'>“f9m!:’|:sto se
P citorofoblasto
g e
Diaé Dia 12 Dia 14

Figura 1: Esquema representativo de los caminos de diferenciacion del trofoblasto.
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Tolerancia inmunolégica materna

1. Generalidades
Durante el embarazo las células fetales que expresan antigenos del

complejo mayor de histocompatibilidad, ocupan las estructuras del atero y

son capaces de sobrevivir al rechazo inmunolégico materno (3). La tolerancia

fetal por el sistema inmune materno constituye un enigma que ha estimulado

a la investigacion durante los ultimos S50 afios. En 1953 Medawar y

Billingham publicaron un articulo tratando de explicar como el embrién evita

el ataque materno (4). En esa ocasiéon postularon 4 posibles mecanismos:

e La separacion anatémica entre la madre y el feto

e La inmadurez antigénica del feto, o sea falta de inmunogenicidad
e Disminucién de la respuesta inmune materna y

e La tolerancia inmunolégica materna.

Hoskin y Murguita (5) evidenciaron la generaciéon de una respuesta inmune
materna hacia células fetales demostrando que el embrién es inmunogénico. Por
otra parte, observaciones médicas y la evaluacion de la respuesta inmune de
mujeres embarazadas sometidas a distintos estimulos, mostraron que la respuesta
inmune materna no se encuentra disminuida durante el embarazo. Finalmente, la
posibilidad de embarazos ectépicos demuestran que el utero no es el unico sitio
inmunologicamente privilegiado. Por estos motivos se ha postulado a la tolerancia
materna como €l mecanismo de mayor relevancia, en el cual la placenta tendria un
papel activo en la generacion de la misma.

El feto constituye un semi-injerto (ya que posee antigenos maternos propios y
paternos alogénicos). La tolerancia a los antigenos paternos, involucraria

mecanismos activos que evitarian el reconocimiento y rechazo fetal.
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Existen evidencias que el repertorio de linfocitos T maternos con
especificidades hacia antigenos de histocompatibilidad de clase I paternos se
encuentran durante el embarazo en un estado de tolerancia transitoria. La
presencia de células fetales en la circulacion materna demuestra que el sistema
inmune materno entra en contacto con las moléculas inmunogénicas fetales. Se ha
tratado de explicar este estado de tolerancia a través de la participaciéon de diversas
poblaciones celulares presentes en la decidua materna, por citoquinas producidas
por estas células o por factores ain no caracterizados. Por lo tanto se desprende

que los mecanismos son miultiples y pueden actuar en forma sinérgica (6,7).

2. Factores regulatorios locales

2.1 Balance de la respuesta Th1/Th2

Los leucocitos son un constituyente importante del endometrio humano.
Durante la fase proliferativa del ciclo menstrual llegan a formar el 10% de las
células estromales, en momentos previos a la implantacién constituyen el 20% y en
las etapas tempranas del embarazo, cuando el endometrio se convierte en decidua,
los leucocitos llegan a constituir el 30% de las células deciduales (8). Las
poblaciones celulares presentes en la decidua son: macréfagos, células Natural
Killer (NK), linfocitos B y linfocitos T (LT). En particular los linfocitos T y las células
NK constituyen poblaciones heterogéneas, ya que pueden identificarse
subpoblaciones de acuerdo al patrén de citoquinas que secreten.

Las células T virgenes caracterizadas por la expresion de la molécula CD45RA
en su superficie, al reconocer su antigeno especifico y luego de recibir las sefiales
coestimulatorias necesarias, se diferencian en células efectoras y de memoria que

adquieren la molécula CD45SRO; producen distintas citoquinas y proliferan (9). Las
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citoquinas son moléculas de bajo peso molecular con muy variados efectos locales.
Segun el patron de produccién de citoquinas que producen los linfocitos T pueden
identificarse 4 patrones. Los mas relevantes en la tolerancia local son los patrones T
helper 1 (Thl) y T helper 2 (Th2). Las células Th1l secretan interleuquina 2 (IL-2) e
interferon gama (INFy), que generan respuestas inmunes inflamatorias y citotéxicas.
En cambio, las Th2 secretan IL-4 e IL-10 promoviendo respuestas humorales y anti-
inflamatorias (9).

Durante un embarazo normal estarian involucradas células T de tipo Th2,
que a través de la produccién local de IL-4, IL-10, IL-3, factor estimulador de
colonia de monocitos y granulocitos (GM-CSF) y el factor estimulador de colonia tipo
1 (CSF-1) permitirian el crecimiento y sobrevida fetoplacental. Por el contrario, y de
acuerdo a esta misma hipétesis, una respuesta de tipo Thl ocasionaria la
reabsorcion fetal durante el embarazo mediada por células NK (activadas por INFy) o
células LAK (células NK activadas por IL-2) (10,11).

La decidua materna evidencia un patrén de citoquinas tipo Th2 dominante,
cuya causa radica en que la producciéon de citoquinas en la decidua no se limita a
los leucocitos infiltrantes, siendo el trofoblasto la principal fuente de IL-4 e IL-10
(12,13).

Si bien un balance entre las citoquinas Th1/Th2 se ha utilizado para explicar
un embarazo existoso, este paradigma puede constituir una sobre simplificacion.
Estudios recientes realizados en modelos murinos muestran que la expresion de
nuevas citoquinas como IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL17 e IL-18, no encajan
perfectamente en el paradigma clasico Th1/Th2 (14). Por ejemplo la citoquina pro-
inflamatoria IL-12 (caracteristica del patron Th1l asociado con efecto abortivo) fue

encontrada en los sitios peri-implantacionales (14). Asimismo, la IL-18 si bien
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potencia el efecto deletéreo de la IL-12, se la encontré fuertemente expresada por
células de linaje linfoideo luego de la implantacion fetal (14). Estas evidencias
sugieren una intrincada participaciéon de citoquinas que estarian involucradas no
solamente en su rol inmunolégico, sino que también participarian en eventos de
remodelacién vascular, tisular y angiogénesis.

En la generacion de la tolerancia materna, también se ha postulado la
participaciéon de la poblacion T tipo Th3 con funciones reguladoras de la respuesta
inmune (10,11,12). Estas células son productoras del factor transformante p2 (TGF-
B2), una citoquina que participa en la induccién de tolerancia hacia antigenos
ingeridos oralmente y que también es producida por la subpoblacion linfocitaria tipo
gama delta (LT y6). En los roedores, la poblaciéon LT yd es mayoritaria en la decidua.
Utilizando un modelo murino, se demostrd6 que un anticuerpo anti-TGF-f
aumentaba el porcentaje de reabsorcion fetal y este aumento se correlacionaba con
un aumento en la expresiéon de TNFa (7). Sin embargo en humanos, la poblacién LT
vd en la decidua se encuentra en baja proporcién, cuestionandose su relevancia en
la inhibicién del patrén Th1l.

2.2 Balance entre células NK citotoxicas y productoras de factores de

crecimiento.

Los linfocitos granulares endometriales (LGEs) constituyen la poblacion
leucocitaria predominante en el endometrio humano. Estas células aumentan su
frecuencia en la fase secretoria del ciclo menstrual, llegando a constituir en el
momento de la implantacion un 70-80% de los leucocitos endometriales. Su namero
aumenta aun mas si la concepcion progresa, para descender rapidamente durante

el segundo trimestre del embarazo (15).
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Los LGEs expresan intensamente un marcador caracteristico de las células
NK, la molécula CD56 (CD56brigth) pero no la molécula CD16, y al igual que las NK,
aumentan su actividad litica por acciéon de la IL-2. Por estas caracteristicas, son
consideradas una subpoblaciéon de células NK capaz de producir citoquinas como
GM-CSF (factor estimulador de colonia de monocitos y granulocitos), la cual
promueve el crecimiento del trofoblasto y controla su invasion. Las células LGEs
CD16-CD56bPrigth solo se encuentran en un 2% en la sangre periférica, donde es
mayoritaria la poblacion CD16*CDS64im que tiene funcién citotéxica (16). Durante
las fases tempranas de un embarazo, la mucosa uterina muestra un reclutamiento
selectivo de la poblacion NK productora de citoquinas y una disminucién de la
poblacién NK citotoxica. Recientemente se ha identificado a MIP-1la (proteina
inflamatoria de macréfagos) como la quimioquina responsable del reclutamiento
selectivo de dicha poblacion (17). El sinciciotrofoblasto produciria MIP-1a y las
células CD16-CDS6brigth serian atraidas a través de un gradiente quimiotactico. Se
ha postulado que dicha poblacién seria capaz de proliferar en el utero bajo la
presencia de ciertos estimulos como por ejemplo la prolactina secretada por las
células estromales (18).
2.3 Expresion selectiva de moléculas de histocompatibilidad
El complejo mayor de histocompatibilidad de vertebrados superiores codifica
para glicoproteinas que se expresan en la superficie celular de determinadas células
de un individuo. Estas moléculas se descubrieron por el papel que desempefian en
el rechazo de un transplante de tejido entre individuos no relacionados de la misma
especie (19,20,21). Dado que la unidad fetoplacentaria se comporta como un semi-
injerto, debe existir una expresion selectiva de dichas moléculas en células

trofoblasticas para evitar el rechazo materno.
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La funcién principal de las moléculas de histocompatibilidad es la de
presentar péptidos antigénicos a los linfocitos T, los cuales iniciaran una respuesta
inmune. El receptor del linfocito T reconoce simultaneamente epitopes del antigeno
y de la molécula de histocompatibilidad que lo presenta (9,20). En humanos este
complejo se lo denomina sistema HLA. Segun las caracteristicas estructurales y
funcionales de los genes del sistema HLA, se los puede clasificar en tres categorias.
Las dos primeras incluyen genes cuyos productos estan involucrados en la
presentaciéon antigénica: codifican para las glicoproteinas de clase I y de clase II. Los
genes HLA-A, HLA-B y HLA-C, que codifican para las cadenas alfa de las moléculas
de histocompatibilidad de clase I son muy polimérficas y se expresan en todas las
células nucleadas del organismo.

Estas moléculas presentan péptidos endogenos derivados de proteinas
intracelulares propias o de proteinas extranas de agentes microbianos que
infectaron la célula. Los linfocitos T CD8 (citotéxicos) reconocen a la molécula de
histocompatibilidad y el péptido presentado. Otros productos no clasicos de clase I
son los genes HLA-E, HLA-F y HLA-G, poco polimérficos, cuya expresion varia en
los diferentes tipos celulares y su funcién es poco conocida (23,23).

La region de clase II codifica para las moléculas HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP,
que son presentadoras de antigenos proteicos que fueron endocitados y procesados
en células presentadoras de antigeno. Dichas moléculas presentan una distribuciéon
celular muy restringida, expresandose constitutivamente en la superficie de
linfocitos B, monocitos, precursores eritroides, células de Langerhans, células de

Kuppffer como asi también en linfocitos T activados.
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Tanto las moléculas de clase I como las de clase II, se expresan en forma
codominante, esto significa que cada individuo expresa tanto las moléculas HLA
heredadas del padre como las de la madre (9).

Las células trofoblasticas expresan selectivamente moléculas de
histocompatibilidad Clase [ clasicas y no clasicas (24,25) (ver Tabla I). El
sinciciotrofoblasto no expresa moléculas de clase I en la superficie celular y los
niveles de ARNm son bajos o casi indectetables, por lo tanto la subpoblaciéon de
células trofoblasticas expuestas a la sangre materna desarrollé una estrategia muy

eficiente para evitar el reconocimiento y lisis celular.

Subpoblacion HLA mARN de Exposicion

Clase 1 Clase 1 materna
Sinciciotrofoblasto - - sangre
Citotrofoblasto viloso - + ninguna
Citotrofoblasto + + decidua
extraviloso

Tabla I: Expresion selectiva de moléculas HLA clase I y de sus ARNm en subpoblaciones de
células trofoblasticas

En el citotrofoblasto, no se detecta la expresion de moléculas HLA pero puede
detectarse el ARN que las codifica. En las células del citotrofoblasto extraviloso se
detecta una débil expresién de HLA-C pero no de las otras moléculas clasicas HLA-A
y HLA-B (24,25). Ademas, expresa moléculas HLA no clasicas, como son HLA-G y
HLA-E, a las que se le atribuye un papel en la inhibicién de la capacidad citotéxica
de los LGEs a través de la interaccion con la molécula CD94, expresada por las
células NK (26,27,28).

Entonces, la expresion selectiva de moléculas clasicas de histocompatibilidad
permitiria al trofoblasto resistir la lisis celular por parte de las células maternas

anti-moléculas de HLA paternas, las cuales se comportarian como aloantigenos

-10-
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(antigenos que si bien tienen una estructura en comun varian de individuo a
individuo).

2.4 Expresion selectiva de proteinas regulatorias del complemento.

En las etapas tempranas de cualquier respuesta inmune, la activaciéon del
sistema complemento es un mecanismo importante para controlar una infeccién.
En esta activacién se genera una cascada de proteinas cataliticas que provoca la
lisis de la célula infectada. El reconocimiento de antigenos paternos sobre la
superficie del sinciciotrofoblasto, podria inducir la activacion de la cascada del
complemento resultando en la lisis de células trofoblasticas. Ciertas moléculas son
capaces de reducir este fenémeno bloqueando los sitios de unién de las proteinas
del complemento o elevando la tasa de destruccién de las mismas, logrando asi
inhibir la cascada proteolitica del complemento sobre células fetales (24,29).

2.5 Produccion de quimioquinas.

Las quimioquinas constituyen otro grupo de moléculas involucradas en la
formacion de la red celular en la interfase materno-fetal. Son moléculas con
capacidad quimioatractantes, que a través de la interaccidn con sus receptores
especificos, median la migracion celular. Uno de estos ejemplos, lo constituye la
produccion de MIP-la por el sinciciotrofoblasto, que a través de un gradiente
quimiotactico contribuyen al reclutamiento de las células CD 16-CDS56brigth (17).

Las quimioquinas participan, entre otras actividades, en reacciones
inflamatorias, en la angiogénesis y en la hematopoyesis. Ademas, pueden tener
efectos diferentes de acuerdo a la etapa del ciclo menstrual, por ejemplo, la IL-8
producida por el estroma endometrial, participa durante la fase proliferativa en la
neovascularizaciéon y crecimiento del endometrio mas que en la atraccion de

neutroéfilos (30).
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2.6 Factor Inhibidor de Leucemias y su receptor.

En biopsias de endometrio, obtenidas durante la fase secretoria del ciclo
menstrual de mujeres fértiles, se ha detectado la expresién del ARNm que codifica
para una molécula hidrosoluble denominada factor inhibidor de leucemias (LIF).
Durante el embarazo, esta proteina es sintetizada por la decidua y por los linfocitos
Th2, mientras el sinciciotrofoblasto expresa el receptor para LIF durante el primer
trimestre de embarazo (31). Cuando LIF interacciona con su receptor favorece el
crecimiento y diferenciacion del trofoblasto. En humanos se ha reportado que
defectos en la produccion de LIF se asocian con esterilidad ya que es imprescindible
para la implantaciéon de blastocisto (31,32). Sin embargo, la produccion de LIF no es
un mecanismo de todo o nada, ya que su expresion se regula especificamente segun
cada tejido y ademas presenta distintas isoformas cada una de ellas con distintas
actividades biolégicas (33).

2.7 Rol del sistema endocrino.

En la formaciéon de esta red de citoquinas y quimioquinas también participa
el sistema endocrino, particularmente la progesterona, la cual se acumula durante
el embarazo y es imprescindible para el mantenimiento del mismo. Por accién de la
progesterona secretada por el cuerpo luteo luego de la ovulacion, el endometrio se
diferencia pasando de la fase proliferativa a secretoria, preparando al tutero para la
recepcion del 6vulo fertilizado. Como se describi6 mas arriba, junto con estos
cambios se induce en el endometrio la diferenciacion de células precursoras hacia
un patrén tipo Th2. Simultaneamente, en la sangre periférica los linfocitos T y son
inducidos a expresar receptores para progesterona. Se ha descrito que estos

linfocitos T producen una proteina de 34 KD llamada PIBF (factor bloqueante
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inducido por progesterona), cuya funcion es inhibir la actividad citotoxica de las NK,
favoreciendo de esta manera un embarazo exitoso (34).

En la decidua, la progesterona inhibe la produccién de la IL-8, un potente
quimioatractante de neutréfilos, evitando el reclutamiento de los mismos. De este
modo la progesterona tendria un efecto anti-inflamatorio que coincidiria con el
momento de la implantacion (30).

Por otra parte cuando se logra un embarazo, los linfocitos T infiltrantes y el
epitelio glandular del endometrio producen citoquinas como la IL-4, la IL-6 y LIF,
mientras que las células CD16-CDS6bright estromales producen GM-CSF y M-CSF
(factor estimulador de colonia de monocitos) (10,11,12,35). El conjunto de estas
citoquinas y factores de crecimiento promueven la liberacion por parte del
trofoblasto de gonadotropina coriénica humana (GCh), previniendo la apoptosis del
cuerpo liteo y este a su vez mantiene la produccion de progesterona (30,36,37).

2.8 Indolamina 2,3 di-oxigenasa.

Otro factor supresor de la respuesta celular materna es la enzima Indolamina
di-oxigenasa (IDO). Esta enzima expresada por el trofoblasto y por macréfagos
cataboliza triptofano, cuya ausencia o disminucién resulta en una pérdida de la
actividad de linfocitos T protegiendo a la placenta del ataque citotéxico materno. El
trofoblasto es el unico tejido que produce IDO, lo cual podria explicar porque el feto
logra sobrevivir a pesar de ser un semi-injerto (6,38).

2.9 Expresion de CD95 y su ligando.

La interaccién de CD95 (Fas) con su ligando (CD9SL) constituye un camino
apoptético fisiolégico ampliamente utilizado por el sistema inmune durante la
linfopoyesis. Esta principalmente implicado en la regulacién del recambio celular y

en la homeostasis de la respuesta inmune. Este sistema funciona de la siguiente
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manera: cuando CD9SL expresado en las células efectoras, interacciona con el
CD95 presente en la célula “blanco” se induce el reclutamiento de varias proteinas
citosélicas, denominadas caspasas que inician una cascada proteolitica que da
como resultado final la fragmentacion del ADN (muerte celular programada o
apoptosis) (39,40). El CDOSL se expresa en células trofoblasticas (in vivo e in vitro)
con capacidad de matar células CD95* provenientes de la sangre materna. Este
mecanismo también se ha reportado en otros organos inmunologicamente
privilegiados como por ejemplo en el 0jo y en testiculos. Curiosamente las células
trofoblasticas también expresan CD95, pero aparentemente no tendrian

consecuencias apoptoticas sino que limitaria la proliferaciéon del trofoblasto (6).

El Figura 2 se muestran las posibles interacciones, en la interfase materno-

fetal, de los mecanismos detallados previamente permitiendo la sobrevida fetal.

3. Mecanismos involucrados en la respuesta inmune sistémica.

El suero materno de mujeres con embarazos a término tiene la capacidad de
bloquear la respuesta materna que ocurre en el curso de un cultivo mixto
linfocitario (CML) cuando se enfrentan a los aloantigenos paternos. Los factores
bloqueantes del CML (FB del CML) se generan durante el embarazo y aumentan
con los sucesivos embarazos (41,42,43).

En el pasado se identificé en el suero de mujeres la presencia de anticuerpos
preformados que presentaban diferentes especificidades; por ej. Acs. anti-moléculas
de histocompatibilidad paternas, Acs. anti-receptores Fc, Acs. anti-TLX o CD46
(proteina regulatoria del complemento). A muchos de estos Acs. se les atribuy6 la

capacidad de inhibir la respuesta alogénica en el CML (28,42,43,44).
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3.1 Anticuerpos Linfocitotoxicos

La deteccion de Acs. anti-antigenos de histocompatibilidad paternos en el
suero de mujeres embarazadas constituye una fuerte evidencia del reconocimiento
por parte de la madre del feto como un semi-injerto. Estos Acs. solo estan presentes
en el 4% de las mujeres nuligravidas, mientras que estan presentes en el 75% de las
mujeres que tuvieron cuatro o mas embarazos a término (42).

Se ha descripto la incidencia de Acs. anti-moléculas de clase I y clase II
paternas en mujeres fértiles en funcién del numero de nacimientos sucesivos (43).
La incidencia de estos Acs. (evaluados por la técnica de Cross-Match por
microlinfocitotoxicidad) hacia antigenos HLA A, B y C y hacia antigenos HLA DR
fueron respectivamente: luego del primero hijo 18.2% y 9%, luego del segundo
27.3% y 4.4% y luego del tercero 50% y 27.3%. Se desprende entonces que los Acs.
anti-HLA paterno aumentan proporcionalmente segin el numero de embarazos y
representarian un fenémeno secundario asociado al embarazo mas que la causa del
éxito del mismo (44,45).

3.2 Anticuerpos anti-idiotipo

Existe una gran variabilidad de receptores en los linfocitos T maternos y en
las inmunoglobulinas. Esta variabilidad genera en cada individuo miles de idiotipos
diferentes, los cuales son reconocidos por clones anti-idiotipicos. De este modo se
forman redes de idiotipos/anti-idiotipos que interconectarian distintas poblaciones
de células especificas. En particular en las mujeres embarazadas, al generarse un
aumento de Acs. dirigidos hacia antigenos HLA paternos habria un incremento en
la producciéon de Acs. anti-idiotipo. Estos Acs. se unirian al paratope exactamente
igual al antigeno presentes en linfocitos B y T inhibiéndolos por citotoxicidad o por

fijacion de complemento (46). Estos Acs. anti-idiotipo estan presentes tanto en el
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suero materno de mujeres que producen Acs. anti-HLA paternos como en los que no
lo producen, sugiriendo que los Acs. anti-idiotipo constituyen un fenémeno general
durante el embarazo (28,42,46).

3.3 Anticuerpos Bloqueantes

La definicion de Acs. bloqueantes se basé en el efecto inhibitorio que ejercen
estos Acs. en distintos ensayos funcionales. Originalmente se los describié en un
modelo tumoral, por la capacidad del suero de bloquear la destrucciéon de células
tumorales del animal original por parte de los linfocitos especificos para el tumor.
(44). Mas recientemente se los identific6 en el suero de mujeres con embarazos
exitosos por su capacidad de suprimir la respuesta alogénica hacia antigenos
paternos. Al igual que los Acs. leucocitotoxicos, los Acs. bloqueantes son mas
frecuentes en el suero de mujeres con embarazos a término y estan asociados en
nuimero y duracion del embarazo. Sin embargo, a diferencia de los Acs.
leucocitotoxicos pertenecen a isotipos IgG1 e IgG4 no fijadores de complemento y su
presencia estaria asociada a la respuesta Th2 inducida durante el embarazo
(47,48).

Su presencia se detecta en el suero de la mayoria de las mujeres con
embarazos exitosos. Sin embargo mujeres con agamaglobulinemia pueden llevar un
embarazo a término, por lo que su presencia puede representar un fenémeno
secundario asociado al embarazo mas que la causa del éxito del mismo. Tampoco se
han identificado los antigenos que se reconocerian para generar el bloqueo de la
respuesta alogénica. Las moléculas de clase II no se expresan en ninguna poblacién
de células trofoblasticas, pero entre los posibles responsables de este fenémeno

podrian incluirse distintas especificidades HLA-G.
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3.4 Anticuerpos asimétricos

Los Acs. asimétricos presentan 2 sitios de combinacion con el antigeno con
distinta afinidad debido a modificaciones postraduccionales que afectan la parte
hidrocarbonada, es por ello que se comportan como univalentes. Debido a la
capacidad que tienen para unirse firmemente al antigeno por el sitio de
combinacion de alta afinidad, constituyen excelentes Acs. bloqueantes. Se ha
reportado durante la prefiez un aumento de las moléculas IgG asimétricas
especificas hacia antigenos parentales y no especificas, llegando a valores 25-30%
en suero y 35-60% en los eluidos de placenta. La actividad anti-paterna, medida por
fijaciobn de complemento usando linfocitos paternos como blanco, es 3 veces mayor
en eluidos de placenta que en suero (46). Este hecho y el efecto bloqueante de los

Acs. asimétricos sugieren que podrian participar en la protecciéon del feto.

Aborto Recurrente Espontianeo

Lograr un embarazo no implica necesariamente llevarlo a término con éxito,
ya que el 31% de los embarazos se pierden en forma inexplicable luego de la
implantaciéon fetal (49). Existe una entidad clinica denominada Aborto Recurrente
Espontaneo (ARE) (41,48) definido como parejas que sufren 2 o mas abortos
consecutivos. El ARE es una complicacion del embarazo que afecta
aproximadamente al 2 % de las mujeres entre la cuarta y décimo-segunda semana
de gestacion (49,50,51).

Existen 2 grandes grupos de problemas inmunolégicos que pueden causar la
pérdida de un embarazo, fallas de fertilizaciones in vitro e infertilidad. Estos grupos

se definen segun la presencia o ausencia de un factor autoinmune asociado (50,51).
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1. ARE con Factor Autoinmune asociado

Esta patologica se asocia con la presencia de diversos tipos de
autoanticuerpos:

1.1 Anticuerpos anti-fosfolipidicos. Los abortos recurrentes, las fallas en
las fertilizaciones in vitro, la endometriosis y cualquier otra causa que produzca una
injuria en tejidos, permitiria la formacion de Acs. anti-fosfolipidos. Existen 6 tipos
de fosfolipidos: cardiolipinas, etanolaminas, glicerol, inositol, acido fosfatidico y
serina. La muerte celular o la injuria celular permite la produccion de anticuerpos
hacia todos o hacia alguno de los fosfolipidos mencionados. Durante la
implantacion, la serina y la etanolamina sirven como moléculas de anclaje de la
placenta al utero y permiten que el citotrofoblasto se diferencie a sinciciotrofoblasto,
encargado del transporte de nutrientes desde la madre hacia el feto. Los Acs. anti-
fosfolipidos impedirian la implantacion fetal.

1.2 Anticuerpos anti-nucleo. Las mujeres que presentan Acs. dirigidos
hacia el ADN de doble cadena, simple cadena, polinucleétidos o histonas,
producirian inflamaciéon alrededor del embriéon en el momento de la implantacién, o
inflamacioén de la placenta en etapas posteriores.

En un primer momento los Acs. generados son tipo IgM, pero cuando
cambian hacia isotipo IgG e IgA tienen efectos sobre el titero.

1.3 Anticuerpos anti-espermatozoides: lLa presencia de Acs. anti-
espermatozoides se asocian generalmente con la presencia de Acs. anti-

fosfolipidicos, especificamente anti-serina y anti-etanolamina.
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2. ARE sin Factor Autoinmune asociado

2.1 Participacion de alelos del sistemma HLA

Existe una controversia sobre el papel de compartir alelos HLA y su
asociacion con ARE. Estudios realizados en grupos étnicos homogéneos y con un
tamano de muestra poblacional importante mostraron una asociacion entre
compartir antigenos HLA B, DR y DQ y ARE (52,53,54,55,56). Cada una de estas
asociaciones dependi6 del grupo étnico estudiado.

Por otra parte, existen evidencias en contra de esta hipétesis. En una
comunidad cerrada llamada Hutterits, donde comparten con alta frecuencia alelos
HLA, no se reporté un aumento en la tasa de ARE, si bien se observé una demora
en el tiempo para lograr el embarazo (57).

2.2 Patron de secrecion de citoquinas

Un posible “defecto” en mujeres con ARE estaria relacionado con la
incapacidad de generar una respuesta Th2 hacia antigenos fetoplacentales. En
estas condiciones, la respuesta inmune generada regularia en forma negativa la
poderosa respuesta proinflamatoria Th1l responsable del rechazo materno. Segun
este modelo, la generacién de citoquinas tipo Thl (INFy, IL-2 y TNFa) promoverian la
activaciéon de células potencialmente deletéreas como células NK, LAK y macréfagos
(10,58). Por otra parte, ciertas citoquinas tienen la capacidad de dafar
directamente a las células trofoblasticas. Por ejemplo, en cultivos de monocapa de
sinciciotrofoblasto humano se ha reportado que el TNFa produce un dafio directo
sobre el mismo que se incrementa con la presencia de INFy (14).

2.3 Células Natural Killer

Se ha propuesto que la activacion de las células NK en presencia de un

microambiente de citoquinas tipo Th1 podria explicar los ARE. Segun esta hipétesis,
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el INFy induciria la activacién de las NK CD16*CD56dim citotéxicas y la IL-2 o TNFa
convertirian células NK en células LAK. En ratones con alta tasa de abortos
recurrentes (CBA x DBA/2), estas poblaciones mediarian en forma directa el dafio a
las células trofoblasticas. Sin embargo en humanos la susceptibilidad del
trofoblasto a las células LAK no fue convincentemente demostrado in vivo (6,18).

2.4 Participacion de células regulatorias.

Como se mencioné previamente, el epitelio glandular y el estroma
endometrial del utero humano, contienen un gran numero de células linfoideas con
la capacidad potencial de reconocer y activarse frente a la presencia de estimulos
antigénicos. Estudios previos mostraron la presencia inusual en el endometrio y en
la decidua normal de leucocitos expresando marcadores de activacion tempranos,
lo cual sugiere un estado de activacién permanente (59,60). Se han descriptos en
modelos animales de tolerancia, la participaciéon de poblaciones celulares con
diversas funciones regulatorias, algunos de ellos expresando el marcador de
activacion CD25 (61). Dichas funciones, estarian mediadas por la produccion
citoquinas y/o quimioquinas o mediante la interaccion célula—célula. Se ha
sugerido que fallas en estas funciones regulatorias podrian ser responsables en la
pérdida de la tolerancia materno-fetal.

2.5 Disminucion de factores bloqueantes

Los FB del CML estan presentes en el 90% de las mujeres con embarazos
exitosos y no se detectan en la mayoria de las mujeres que sufren ARE, por lo que
se ha asociado la presencia de estos FB con el éxito de un embarazo. Sin embargo,
se desconoce hasta la fecha la naturaleza los mismos. Lo que es ain mas

importante, se desconoce si su presencia en el suero de mujeres constituyen un
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epifenémeno asociado a un embarazo exitoso o cumplen un papel protagénico en el

control de la respuesta alogénica maternal (47,51,62,63).

En la Figura 3 se muestran algunos de los posibles mecanismos que podrian

estar involucrados en el rechazo materno y el ARE.

Opciones para el tratamiento de ARE de causa inmunolégica

Basandose en los criterios unificados por la Sociedad Americana de Inmunologia
de la Reproduccién (50), se recomienda terapia con inmunosupresores y/o anti-
coagulantes a mujeres con ARE que presentan un factor autoinmune asociado. De
este modo se busca disminuir la producciéon de autoanticuerpos, permitiendo la
implantacién fetal. Como agentes inmunosupresores los mas utilizados son
corticoesteroides y en cuanto a los anti-agregantes/ anti-coagulantes son bajas
dosis de aspirina y heparina de bajo peso molecular.

Un analisis reciente de distintos ensayos clinicose, en este grupo de pacientes,
mostré que el tratamiento con aspirina no reduce significativamente el riesgo
relativo (RR 1.05) de un nuevo aborto, en cambio, la aspirina combinado con
heparina reduce significativamente la pérdida de embarazos (RR 0.46) (64,41).

En cambio, para aquellos pacientes con ARE sin factor autoinmune asociado y
que a pesar de embarazos previos no han generado actividad bloqueante del CML,
se ha sugerido como tratamiento efectivo el empleo de la inmunoglobulina
intravenosa o de la inmunizacion con leucocitos paternos (65,66,67).

1. Terapia con inmunoglobulinas intravenosas (IGIV)
No existen estudios multicéntricos que avalen el éxito de la IGIV. Un meta-

analisis realizado en 2 centros norteamericanos y en 2 europeos, mostraron grandes
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discrepancias y concluyeron que la tasa de éxito para lograr un nuevo embarazo es
un 10% mayor que la observada en el grupo control (68,69,70). El unico efecto
observado fue la capacidad de disminuir la expresion de moléculas de adhesién en
linfocitos T activados afectando asi la interaccién con los principales componentes
de la placenta humana (fibronectina, elastina y colageno tipo 1V) (71). De este modo
las pacientes con ARE que recibieron IGIV sufririan una disminucion de la
migracién de linfocitos activados potencialmente deletéreos hacia la placenta.

2. Terapia con leucocitos paternos

2.1 Bases inmunolégicas y posibles mecanismos de accion

La racionalidad de este tratamiento radica en estimular el sistema inmune
materno para generar una repuesta inmune adecuada hacia antigenos semi-
alogénicos fetales (65,66,67).

Las bases inmunolégicas para explicar el éxito de este tratamiento no son
claras. Un estudio reciente demostré que al mes de la aloinmunizacion se detecta
un aumento significativo de una actividad supresora mediada por B quimioquinas:
RANTES, MIP-1a y MIP-1B. Para detectar esta actividad supresora se obtuvieron
sobrenadantes de linfocitos CD8* previamente enriquecidos, provenientes de sangre
de mujeres inmunizadas con leucocitos paternos (72). Este sobrenadante fue capaz
de suprimir la replicaciéon de la cepa de VIH con tropismo para macréfagos. La
inmunoterapia también indujo la pérdida de expresion de los receptores de
quimioquinas CCRS y CXCR4, siendo CCRS un coreceptor para el VIH. Esta
investigacion constituye la primera evidencia de un efecto modulador in vivo de la
respuesta inmune de mujeres inmunizadas con leucocitos parentales.

Se ha postulado que la inoculacién de dosis muy altas o muy bajas de células

alogénicas producen tolerancia mediada por linfocitos T reguladores. Esta tolerancia
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afecta tanto la respuesta humoral como la celular. Tratando de explicar los
mecanismos de la inducciébn de esta actividad reguladora, Behar et al (73)
incubaron linfocitos de sangre periférica obtenidos de mujeres previa y
posteriormente a la inmunoterapia. Asi, luego del tratamiento con leucocitos
paternos, detectaron una actividad supresora caracterizada por un aumento de los
linfocitos CD8* y por el fracaso de la ciclosporina A en su capacidad para inhibir la
proliferacion en respuesta a fitohemaglutinina, células alogénicas o antigenos
paternos. Estos cambios inducidos por la inmunoterapia con leucocitos paternos
reflejarian aquellos que ocurririan en mujeres fértiles durante un embarazo normal.
Por otra parte, se ha reportado que las inmunizaciones con células

mononucleares activarian células CD8 que expresan el receptor de progesterona y
secretarian el factor PIBF capaz de inhibir la actividad citotéxica de células NK
848,50,74). Al mismo tiempo se generarian citoquinas como por €j. TGFB, IL-10 e
IL-4 las cuales, como se discutié previamente, se relacionarian con un embarazo
exitoso.

2.2 Riesgos de la inmunoterapia

Los riesgos de la inmunizacién incluye transmision de infecciones como
citomegalovirus, hepatitis B y C, HIV y sifilis. A pesar de que las parejas deben
descartarse estas posibles infecciones, existen virus que no pueden ser detectados
por los estudios convencionales, como por ejemplo el virus de células T de
linfoma/leucemia.

En cuanto a las complicaciones obstétricas del embarazo podemos destacar
que luego de las inmunizaciones hay un 7% de incidencia de crecimiento
intrauterino retardado; también se evidencia un leve aumento en el labor pre-

término en estas pacientes (65).
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Objetivo General

Teniendo en cuenta que el utero es considerado un 6rgano inmunolégicamente
privilegiado, en este trabajo se propuso estudiar las caracteristicas de la inmunidad

local y sistémica durante ¢l embarazo normal y en el aborto recurrente espontaneo.

Objetivos Particulares

Capitulo 1:
Caracterizacion de diferentes factores bloqueantes del cultivo mixto linfocitario a fin de
identificar mecanismos celulares y moleculares que participan en un embarazo
exitoso. Para esto se propusieron los siguientes objetivos particulares:
1. Establecer la correlaciéon entre la presencia de factores bloqueantes (FB)
del cultivo mixto linfocitario (CML) y la presencia de anticuerpos anti-
parentales en el suero materno, mediante la técnica de Cross-match por
microlinfocitotoxicidad y citometria de flujo.
2. Investigar las propiedades inmunoregulatorias, mecanismos de accion y
regulacion de la expresion de Galectina-1 en el curso de una respuesta
alogénica normal.
3. Estudiar la capacidad de RANTES como potencial factor
inmunosupresor de la respuesta alogénica normal y marcador
caracteristico presente en el suero de pacientes con ARE.
4. Investigar posibles interacciones entre Galectina-1 y RANTES a lo largo

de la respuesta alogénica normal.
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Capitulo 2:

Identificacion de potenciales marcadores tutiles a nivel local y sistémico para el
diagnéstico y seguimiento de pacientes con ARE. Para esto se propusieron los
siguientes objetivos particulares:

1. Estudiar la expresion del marcador de activacién leucocitario CD69 en
linfocitos T de sangre periférica y en linfocitos endometriales durante la
fase secretoria del ciclo menstrual (etapa preimplantatoria) en pacientes
con ARE y en mujeres con embarazos a término.

2. Estudiar la expresion de SLAM (molécula linfocitaria activadora de senales)
y citoquinas caracteristicas del patréon Thl y Th2 en pacientes con ARE y

en mujeres con embarazos a término.

Capitulo 3:

1. Evaluar la tasa de éxito en respuesta a la inmunoterapia con células
monucleares paternas cn pacicntes con ARE y en los correspondientes
grupos controles.

2. Investigar la modulacién de nuevos marcadores inmunolégicos maternos

en respuesta a la inmunizacién semialogénica en pacientes con ARE.
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Aislacién de células Mononucleares Totales

Las células mononucleares totales (MNT) fueron obtenidas a partir de
sangre periférica anticoagulada provenientes de dadores y pacientes adultos.
Luego de realizar un gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque™ (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) el halo correspondiente a las MNT se
recupera, se lava extensamente con solucion fisiolégica y se resuspende en medio
RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) suplementado con 10% de suero
AB humano (inactivado por calor), 2 mM glutamina (Life Technologies, UK) y

gentamicina 20 pg/ml.

Aislaciéon de leucocitos endometriales

Las biopsias endometriales se colocaron en medio RPMI 1640 (Life
Technologies, UK) suplementado con 10% suero AB humano, 2 mM L-glutamina,
100 U/ml penicilina y 100 U/ml estreptomicina. Posteriormente se procesaron
mecanicamente con un homogenizador de tejido y la suspensiéon celular

recuperada se resuspendié en medio suplementado.

Cross-match

La técnica de Cross-match permite detectar en el suero materno Acs. que
reconocen antigenos presentes en los leucocitos paternos. Segun el sistema de
deteccion que se utilice, citotoxicidad dependiente de Ac. y de complemento o

citometria de flujo, se obtendra distinta informacién acerca de los Acs. maternos.
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1-Cross-match por microlinfocitotoxicidad dependiente de complemento
(CMXM)

En una microplaca se siembran 0.5 ul de distintas diluciones del suero
materno previamente tratado o no con DTT 0.1 M (ditiotreitol) por incubacién a
37°C durante 30 min., con el objeto de romper los enlaces disulfuro que unen al
pentamero de IgM. A las células MNT del hombre se les adiciona 250 ul del
colorante CFDA 0.004% (diacetato de carboxi floresceina) que es captado por las
células vivas. Luego de 10 min. de incubacién a 37°C se separan los linfocitos B
utilizando perlas magnéticas (Dyneabeads HLA Cell PREP lI), con Acs. que
reconocen la region monomoérfica de la cadena B de las moléculas de clase II.
Luego de la separacion utilizando un magneto, la fraccién enriquecida en
linfocitos T se lleva a una concentraciéon de 3x10° células/ml en RPMI 1640+3%
de SFB y se adicionan 0.5 pul a las microplacas previamente sembradas.
Posteriormente se agrega 2 ul de suero de conejo como fuente de complemento
exé6geno y se incuba durante 60 min. a temperatura ambiente y en oscuridad.
Finalmente se agrega 2 ul de buffer fosfato-EDTA 5%-bromuro de etidio para
tenir células muertas y se procede a la lectura de las microplacas en un
microscopio de fluorescencia invertido. Se considera que el CMXM es positivo
cuando hay entre 51%-80% de mortalidad. Si el CMXM es positivo sin DTT y
negativo con DTT se considera que los Acs. presentes son de tipo IgM. En cambio
si en presencia o ausencia de DTT el CMXM es positivo entonces, se considera
que los Acs. presentes son de tipo IgG.

2- Cross-match por citometria de flujo (CMXC)
Las células MNT del hombre se incuban con el suero materno durante 30

min. a temperatura ambiente, seguido de una incubacion por 30 min. a
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temperatura ambiente con un Ac. anti-IgG humana total y finalmente con un Ac.
anti-CD3 por 30 min. para determinar la reactividad del suero materno sobre
linfocitos T paternos. Luego de cada incubacién se realizan lavados con buffer
fosfato (PBS). En los controles negativos el primer Ac. fue reemplazado por un Ac.
monoclonal del mismo isotipo.

Como controles positivos y negativos se utilizaron mezclas de sueros con
CMXC positivos o negativos respectivamente. Finalmente se analiza en un
Citometro de Flujo Ortho Cytoron Absolute cytometer® (Ortho Diagnostic,
Raritan, NJ) y se adquirieron 10 mil eventos. Los resultados se interpretaron
utilizando el programa WinMDI® version 2.5. El CMXC para linfocitos T se
considera positivo cuando se detecta una reactividad mayor al 5% con respecto a

la mezcla de sueros negativos segun describié Stepheson et al (75).

Cultivo Mixto Linfocitario

Este técnica consiste en la medicidn de la proliferacion celular T en
respuesta a aloantigenos presentes en células MNT de un individuo no
relacionado.

Las células MNT se resuspenden en medio completo RPMI-1640 (1x10°
células por pocillo) y se enfrentan con células estimuladoras previamente
tratadas con mitomicina C (1x10° células por pocillo) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO). La mezcla de células respondedoras y estimuladoras se cocultivan en
distintas combinaciones durante 5 dias en placas de poliestireno de 96 pocillos
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) a 37 °C en estufa con 5% CO,. Como
controles se utiliza la respuesta autéloga de cada individuo (respuesta basal) y la
respuesta hacia un tercer dador no relacionado.
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Luego de S dias de cultivo o a los correspondientes periodos indicados se
agrega un pulso de 3H-timidina (NEN, Boston, MA) de 1 uCi/pocillo y se continua
la incubacién por 18 hs mas para permitir su incorporaciéon al ADN. Finalmente
las células se cosechan en papel de fibra de vidrio (Wathman, Maidstone, UK)
utilizando un cosechador celular (Packard Instruments, LaGrange, IL). La
incorporacion de radioactividad se cuantifica utilizando un contador de centelleo
liquido B (Packard Instruments, LaGrange, IL).

1- Galectina-1 como factor supresor de la respuesta alogénica

Las células MNT de los distintos individuos se cultivaron durante S dias en
presencia o ausencia de Gal-1 (2, 4, 40 o 100 pg/ml). La Gal-1 recombinante de
placenta humana fue producida segin se describié (76), almacenada en 8 mM
DTT a -70°C y utilizada en el medio correspondiente o en PBS conteniendo 1.0
mM DTT (PBS/DTT). Los cultivos celulares se utilizaron para realizar ensayos de
proliferacion, de citometria de flujo, de apoptosis, Western Blot y detecciéon de
TGF-B.

Con el objeto de testear la especificidad del efecto inhibitorio de Gal-1, las
células fueron expuestas a distintas concentraciones de Gal-1 en presencia de
0.1 M tiodigalactésido (TDG) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). La
participacion de la galectina endégena durante la respuesta alogénica T se
exploré incubando las células con el Ac. especifico anti-Gal-1 (1:100). Para
investigar si la actividad supresora de Gal-1 involucra mecanismos dependientes
de TGFB, se agregd a los cultivos alogénicos un Ac. neutralizante pan-especifico
anti-TGFB que reconoce TGFf1, B2, B3 y Bs (R&D Systems, Palo Alto, CA) a una

concentraciéon de S ug/ml.
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En otro juego de experimentos, las células fueron expuestas a Gal-1 en
presencia de 20 U/ml de IL-2 recombinante agregada a los CML a diferentes
periodos de tiempos. Como control se realizaron cultivos celulares en presencia
de IL-2 sola para asegurarse que esa concentracion es submitogénica.

Los porcentajes de inhibiciéon de la proliferacion celular fueron calculados
de la siguiente forma: 100 - 100 x (cpm x - CPM autologo)/ (CPM alogeneico - CPM
autologo), donde "x" representa las diferentes combinaciones descriptas
previamente.

2- RANTES como factor supresor de la respuesta alogénica

Las células MNT de los distintos individuos se cultivaron durante S dias en
presencia y en ausencia de RANTES recombinante (desde 3.5 pg/ml a 10 ng/ml)
(R&D Systems, Palo Alto, CA). Los cultivos celulares se utilizaron para realizar
ensayos de proliferacion, de citometria de flujo, de apoptosis y Western Blot.

Con el objeto de testear la especificidad del efecto inhibitorio de RANTES,
las células fueron expuestas al Ac. neutralizante anti-RANTES 10 pg/ml (R&D
Systems, Palo Alto, CA) asi como a la presencia de sueros con y sin actividad
bloqueante del CML.

3- Ensayo de Caspasas

Con el objeto de estudiar la participacion de la via de las caspasas en la
supresion de la respuesta alogénica inducida tanto por Gal-1 (4 ug/ml) como por
RANTES (60 pg/ml) se realizaron CML en presencia y en ausencia de 10 uM
ZVAD-fmk (benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethylketone) (Enzyme System
Products, Livermore, CA), un inhibidor de cistein proteasas de amplio espectro.

Luego de S5 dias de cultivo se agregé un pulso de [3H]TdR durante 18 hs y la
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proliferaciéon se determind en un contador de centelleo liquido B, como se
describi6 previamente.
4- Ensayo de la actividad bloqueante del suero materno

Se realiz6 segun el protocolo despcrito en el componente de reproduccion
de 11av Workshop Internacional de Histocompatibilidad (77). Las células MNT de
la mujer se mezclan con las células estimuladoras del hombre en una placa de 96
pocillos fondo en U. Esta combinaciéon se realizd6 tanto en presencia como en
ausencia de 50 ul/pocillo suero materno (suero a testear). Luego de S dias de
cultivo a 37 °C y 5% de CO; se agreg6 un pulso de [?H]TdR y se cuantifico la
proliferaciéon como se describié. Los resultados se expresan como un porcentaje
de la actividad bloqueante calculado por la siguiente formula:

Bloqueo del CML (%)= (1- cpm alogénico + sucro materno/ CPM alogénico) X 100.
La presencia de factores bloqueantes del CML se confirmé cuando la supresion

lograda en el CML por adicién del suero materno a testear superé el 50%.

Ensayos de Apoptosis

1- Analisis del contenido del ADN subdiploide

Luego de la Ia estimulaciéon alogénica en presencia o en ausencia de Gal-1
(4 ug/ml) o RANTES (60 pg/ml), las células fueron cosechadas a distintos
periodos de tiempo, lavadas en PBS frio, fijadas en 1 ml de etanol al 70% y
procesadas para el analisis del contenido subdiploide del ADN por tincién con
loduro de propidio (IP) segin describié Nicoletti et al (78). Brevemente, luego de
un extenso lavado, los botones celulares se resuspendieron vigorosamente en 1
ml de una solucién hipoténica (50 ug/ ml IP diluido en 0.1% (p/v) citrato de sodio
y 0.1% (v/v) Triton X-100) y se deja durante 3 horas en oscuridad a 4°C. La
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emision de fluorescencia del IP de los nucleos individuales se cuantifico
utilizando un filtro de un rango correspondiente a 585/42 nm. Se adquirieron 10
mil eventos en un Citémetro Absoluto Cytoron® (Ortho Diagnostic, Raritan, NJ).
Los resultados se analizaron utilizando el sofware WinMDI® La frecuencia de
células apoptéoticas fue ensayada para evaluar el porcentaje del contenido
subdiploide en el pico correspondiente a <2N ADN.

2- Apoptosis temprana y tardia en células CD45R0O*

La sensibilidad de las células CD45R0* a la apoptosis inducida por Gal-1,
RANTES y sueros con o sin actividad bloqueante se determinéd a través de una
triple marcacion por inmunofluerescencia utilizando un Ac. anti-CD45R0 PE,
anexina-V FITC e IP, segin las recomendaciones del fabricante (Immunotech,
Marseille, France). La adquisicion por citometria de flujo y el analisis de la
misma se realizd como se describi6. Para estudiar solamente la poblacion de
células apoptéticas tempranas, se trabajé con una poblacion de células anexina-

V positivas seleccionada electronicamente.

Ensayos de Western Blot

Los ensayos de Western Blot se realizaron como se describié (79,80). Las
células cultivadas bajo distintas condiciones se lavaron con PBS a temperatura
ambiente. Luego los botones celulares se mezclaron con 1 ml de solucién fria,
conteniendo 5 mM EDTA, 1% NP-40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 142.5
mM KCl, 5 mM MgCl,, 10 mM HEPES, pH 7.2, junto con un cocktail de inhibidor
de proteasas (0.2 mM PMSF, 0.1% aprotinina, 0.7 pg/ml pepstatina y 1 pug/ml
leupeptina) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) y se incubé por 30 min. en hielo.

Las muestras se centrifugaron a 15,000 x g por 20 min. a 4°C y los
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sobrenadantes, representando el lisado celular total, se almacenaron -70°C hasta
su uso. La concentracién de proteinas se estimé utilizando el equipo de micro-
BCA™ (Pierce, Rockford, IL).

Los geles de poliacrilamida con SDS se corrieron en un aparato de
electorforesis Miniprotean II (Bio Rad, Richmond, CA) como describié previamente
(79,80). Cantidades iguales de proteinas (30 ug por cada calle) se diluyeron en
buffer de siembra y se resolvidé en un gel de poliacrilamida cuyo porcentaje de
resolucion dependera de la proteina a estudiar. Luego de la electroforeis, las
proteinas separadas y transferidas a membranas de nitrocelulosa se incubaron
en presencia del ler. Ac. policlonal. Luego de realizar 2 lavados con buffer TBE,
se incubaron con un 2do. Ac. conjugado con HRP y se detectd por reacciéon de
quimioluminiscencia (ECL) segun indicaciones del fabricante (Amersham,
Uppsala, Suecia). La carga de equivalente de proteinas en cada calle y la ausencia
de degradacién de proteinas se verificd realizando la tincién con Ponceau S
(Sigma, St. Louis, MO) y un Ac. monoclonal anti-a-tubulina (DM1A) como se
describi6 (81). El marcador de peso molecular de proteinas utilizado fue Bio Rad
(Richmond, CA). Las bandas inmunoreactivas se analizaron con el Analizador de
imagenes Fotodyne® (Fotodyne, Inc., Hartland, WI). Los resultados se expresaron
como unidades densitométricas relativas obtenidas de la cuantificacién de

software Image Quant.
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1-Modulacion de la expresion de Bcl-2 durante la respuesta alogénica

Las células cultivadas en ausencia o en presencia de Gal-1 (4 pg/ml) o
RANTES (60ug/ml) se recolectaron en diferentes periodos de tiempo a lo largo de
una respuesta alogénica normal. Los extractos protéicos se resolvieron en un gel
de poliacrilamida al 15%. Luego de realizada la transferencia y el bloqueo de la
membrana de nitrocelulosa, esta se incubé con el ler. Ac. anti-Bcl-2 (Bcl-2 AC21)
(Santa Cruz Biotechnol Co., Santa Cruz, CA) (dilucién 1:2000) y como 2do. Ac. se
utilizé una dilucién 1:3000 de un Ac. anti-conejo 1gG conjugado con HRP (Bio
Rad, Richmond, CA).

2- Modulacion de la expresion de Gal-1

Con el fin de estudiar la produccién endégena de Gal-1, las células
aloreactivas se recolectaron en diferentes periodos de tiempo a lo largo del CML.
Por otra parte, para estudiar la modulacién de la expresiéon de Gal-1 por RANTES
durante la respuesta alogénica las células cultivadas en ausencia o en presencia
de RANTES (60 pg/ml) y de RANTES mas Sulfasalacina (0.5M) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) se recolectaron en diferentes periodos de tiempo a lo largo del
CML.

En ambos casos los extractos protéicos se resolvieron en un gel de
poliacrilamida al 15%. Luego de realizada la trasferencia y el bloqueo de la
membrana de nitrocelulosa, esta se incubo con el ler. Ac. anti-Gal-1 policlonal
(80,81) (dilucién 1:2000) y como 2do. Ac. se utiliz6 un Ac. anti-conejo IgG
conjugado con HRP (Bio Rad, Richmond, CA) (dilucién 1:3000). Como control

positivo para deteccion del Western Blot se utiliz6 Gal-1 recombinante (1 pg).
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3- Modulacion de la expresion de TGF durante la respuesta alogénica

La expresion de TGFB (TGF1, B2, Ba y Bs) fue analizada por Western Blot en
células aloreactivas obtenidas luego de diferentes periodos de incubacién con
Gal-1, utilizando el equipo de deteccion de TGFB de R&D Systems (Palo Alto, CA)
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.
4- Expresion de SLAM en endometrios de pacientes con ARE y de mujeres
fértiles

Las biopsias de endometrio se colocaron en Trizol (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Suecia) y se conservaron a -70°C hasta su uso. Posteriormente
se disgregaron y se procedié a la aislacion de la fase protéica siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los extractos protéicos se resolvieron en un gel de
poliacrilamida al 10%. Luego de realizada la trasferencia y el bloqueo de la
membrana de nitrocelulosa, esta se incubd con el ler. Ac. anti-SLAM policlonal
(Santa Cruz Biotechnol Co., Santa Cruz, CA) (dilucién 1:500) y como 2do. Ac. se
utilizd un Ac. anti-cabra IgG conjugado con HRP (Santa Cruz Biotechnol Co.,

Santa Cruz, CA) (dilucion 1:5000).

Bioensayo de TGFf

Los sobrenadantes de cultivo alogénicos se ensayaron para determinar la
actividad de TGFpB, por su habilidad de inhibir el crecimiento celular de la linea
epitelial de pulmén de mink sensible a TGFB (Mv1Lu), segun describié Danielpour
et al (82). Brevemente los subrenadantes de los CML cultivados en ausencia y en
presencia de Gal-1 (4 y 40 ug/ml) se recolectaron a diferentes periodos de tiempo.
Las células MvlLu se sembraron a una concentracion de 2x104 células/50

ul/pocillo en una placa de 96 pocillos (Corning, NY) en medio DMEM
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suplementado con 0.4% SFB. Una hora después, 50 ul de diferentes diluciones de
los sobrenadantes sin tratamiento se ensayaron para medir solamente la
bioactividad del TGF. Alternativamente, los sobrenadantes tratados con HCIl 5N
y con NaOH/HEPES para medir el TGFf total (bioactivo y latente). En paralelo,
células tratadas con diferentes concentraciones de TGFB: purificado se utilizaron
para realizar una curva estandar desde 0.05 hasta 5 ng/ml. Las placas se
incubaron por 20 horas y posteriormente se pulsaron con 1 uCi/pocillo de
[PH]TdR (NEN, Boston, MA) por 4 hs. Finalmente las células se lisaron con 6M de

cloridio de guanidinio, se cosecharon y se cuantificé la proliferacion.

Marcaciones por Inmunofluorescencia

1- Inmunofluorescencia de superficie directa
Las células MNT, endometriales o aloreactivas que se desean marcar se
incuban con Acs. monocloanales conjugados con distintos fluorocromos durante
30 min. a temperatura ambiente. Segun la cantidad de Acs. monoclonales que se
utilicen seran marcaciones simples, dobles o triples. Posteriormente las células se
lavan con buffer fosfato (PBS) y se analizan por citometria de flujo. En los controles
negativos los Acs. anti humano fueron reemplazados por controles de isotipo.
2- Inmunofluorescencia intracitoplasmatica para proteinas
Para la deteccion de Ags. intracitoplasmaticos las células se incuban con
Brefeldina A (10 pg/ml) (Sigma Chemical Co. St Louis, MO) durante 4 horas para
promover la acumulacion intracitoplasmatica de proteinas. Luego las células se
fijan con 4% paraformaldehido durante 20 min. a temperatura ambiente y
posteriormente se permeabilizan con 0.5% (p/v) de saponina (Sigma Chemical
Co., St. Louis MO) durante 30 min. a temperatura ambiente. Durante la
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permeabilizaciéon se agregan el o los Acs. monoclonales para los Ags.
citoplasmaticos buscados. Luego de cada incubacién las células se lavan con
PBS-2% SFB (Life Technologies, Paisley, UK). En los controles negativos los Acs.
anti-humano fueron reemplazados por controles de isotipo.
3- Inmunofluorescencia intracitoplasmatica para citoquinas

Para determinar la produccion de citoquinas (INFy e IL-4), las células se
estimularon durante 4 horas con PMA (10 ng/ml) (Sigma Chemical Co., St. Louis
MO) y Ionomicina (1 ugM) (Sigma Chemical Co., St. Louis MO) en presencia de
Brefeldina A. Las células se marcaron en su superficie con un Ac. anti-CD3 o
anti-CD45R0 y posteriormente se realizd la marcacion intracitoplasmatica para
las citoquinas. En los controles negativos los Acs. anti-humano, ya sean de

superficie o intracitoplasmaticos, fueron reemplazados por controles de isotipo.

Todas las muestras se analizaron en un Citémetro de Flujo Ortho Cytoron
Absolute cytometer® (Ortho Diagnostic, Raritan, NJ) y se adquirieron 10 mil
eventos. Los resultados se interpretaron utilizando el programa WinMDI® version
2.5. Los resultados se expresan como porcentajes de células positivas usando los
correspondientes controles para determinar en cado caso el cuadrante o punto de

corte.

4- Ensayo de remocion de CD69 de ia membrana celular (“shedding”)

Para investigar un posible mecanismo de autodegradacion de CD69 de la
membrana celular, las células MNT de pacientes con ARE se preincubaron 1 hora
37°C en presencia o ausencia de leupeptina (10* M, Sigma Chemical Co, St.

Louis, MO). Luego de lavar con PBS-2% SFB, las células MNT se marcaron con
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CD69 y CD3 (ambos de superficie) y se analizaron por citometria de flujo como se
describié mas arriba.
S- Purificacion de células CD3*CD69* por citometria de flujo (“sorting”)

Luego de la aislacion de células MNT de pacientes con ARE, 100x10¢
células se incubaron con leupeptina a 37°C durante 1 hora. De este modo, se
busca que las células expresen la molécula CD69 en la superficie celular y al
mismo tiempo queden viables para realizar estudios funcionales luego del
procedimiento de purificacion. Seguidamente se agrega el Ac. anti CD69 durante
30 min. a temperatura ambiente y posteriormente se marca con €l Ac. anti-CD3
de superficie. Las ventanas se disefiaron para seleccionar las poblaciones
CD3+CD69* y CD3*CD69-. La aislacion se realizé en un Citometro de Flujo FACS
star Plus® (Becton Dickinson, San José, CA). Ambas poblaciones celulares se
cultivaron bajo distintos estimulos y posteriormente se realizaron
determinaciones de citoquinas y de proliferacion.

En la tabla siguiente se muestran todos los Acs. monoclonales conjugados
con los distintos fluorocromos empleados en las técnicas de

inmunofluorescencias.
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Especificidad Isotipo Especie Flourocromo Procedencia
conjugado
anti-CD3 IgG1 ratén preCP Becton Dickinson
anti-CD3 IgG1 ratén PE
anti-CD69 IgG1 raton preCP
anti-CD69 IgG1l raton FITC
anti-INFy IgG1l raton FITC
anti-INFy IgG1l ratéon PE
anti-IL-4 IgG1l raton PE
anti-CD45RO IgG1 raton PE
anti-CD62L IgG1l raton FITC
anti-CD4 IgG1l ratén PE
anti-CD25 IgG1 ratén FITC
anti-CD95 [gG1l raton PE
Anexina-V FITC
SLAM IgG1l ratéon PE
IgG1 IgG1 raton PE
IgG1 ratéon preCP
IgG1 ratén FITC
anti-CCR7 IgG1 raton Donado por la Dra. Sallusto
anti-Ig totales F(ab’). cabra FITC Sanofi Diagnostic
humanas
anti-CD8 IgG1 ratén PE Caltag
2do. Ac anti-IgG F(ab’)2 cabra PE DAKO
raton
2do. Ac anti- IgG F(ab’)2 cabra FITC DAKO

ratén
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Determinaciones de f-quimioquinas y citoquinas secretadas

1- ELISA para 3-quimioquinas

Para el estudio de las B-quimioquinas (RANTES, MIP-1a y MCP-1) presentes
en el suero o en sobrenadantes de cultivos, se utilizaron equipos de ELISA
siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D System, Minneapolis, USA).
Consiste en un ELISA sandwich en donde el Ac. especifico para cada citoquina
esta adsorbido a la placa. Los estandares provistos por los equipos y las muestras
(sueros o sobrenadantes de cultivos) se incuban en el soporte sélido durante 2
horas a temperatura ambiente. Posteriormente se agrega el Ac. policlonal
conjugado con HRP para cada quimioquina en la dilucién correspondiente
durante 1 hora. Finalmente se agrega el sustrato (peréxido de hidroégeno y
tetrametilbenzidina) durante 20 min. y luego H2SO4 4N para detener la reaccion.
La densidad optica se leyéo a 450 nm mediante un lector de ELISA (Labsystems
Multiskan MS) y los resultados se expresaron en pg/mi.
2- ELISA para INFy

Para la determinacién de la secrecion de INFy de la poblacién CD3+*CD69* se
realiz6 un ELISA sandwich empleando un Ac. de captura (2 pg/ml, 16 horas a
4°C) y otro de deteccion biotinilado (0.5 pg/ml, 1 hora a temperatura ambiente). A
continuacién se incubd con avidina conjugada a peroxidasa (0.4 pg/ml, 30 min. a
temperatura ambiente, InmunoPure Steptavidin, Horseradish peroxidase
Conjugated, Pierce, USA) y se reveldo utilizando o-phenylenediamine
dihydrochloride (OPD) (Gibco BRL, NY, USA). La reacciéon se detuvo con una
solucion de H2SO4 4N y la densidad oOptica se leyé a 492 nm mediante un lector
de ELISA (Labsystems Multiskan MS). La curva estandar se realizdo haciendo

diluciones seriadas de INFy recombinante humano (Endogen, MA, USA). La
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determinacion de INFy se realizé en los sobrenadantes de cultivos de células
CD3*CD69* purificadas que fueron recuperadas a los 4 dias de cultivo (previo a la
incorporacion de timidina tritiada).
3-ELISA para IL-10

Para la determinacion de la secrecién de IL-10 de la poblaciéon CD3+*CD69*
se realizé6 un ELISA sandwich empleando un Ac. de captura (2 ug/ml, 16 horas a
4°C) y otro de deteccion biotinilado (0.5 pg/ml, 1 hora a temperatura ambiente). A
continuacién se incubé con avidina conjugada a peroxidasa (0.4 ug/ml, 30 min. a
temperatura ambiente, InmunoPure Steptavidin, Horseradish peroxidase
Conjugated, Pierce, USA) y se reveldo utilizando o-phenylenediamine
dihydrochloride (OPD) (Gibco BRL, NY, USA). La reacciéon se detuvo con una
solucion de H2SO4 4N y la densidad optica se leyé a 492 nm mediante un lector
de ELISA (Labsystems Multiskan MS). La curva estandar se realizd haciendo
diluciones seriadas de IL-10 recombinante humano (Endogen, MA, USA). La
determinacion de IL-10 se realizé en los sobrenadantes de los cultivos de células
CD3+*CD69* purificadas que fueron recuperadas a los 4 dias de cultivo (previo a la

incorporacion de timidina tritiada).

Determinaciones de citoquinas

1-Sintesis del ADN complementario y reaccion polimerasa en cadena (RT-
PCR)

La obtencion de la cadena complementaria y del ADN copia (ADNc) se
realizé utilizando un equipo Clontech (Palo Alto, CA). Los ADNc se conservaron a
-20°C hasta su posterior utilizacion. La reaccion de polimerasa en cadena se
realizd en un ciclador térmico PTC-100 MJ Research Inc. El programa de
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amplificacién consistid0 en 35 ciclos, cada uno de los cuales incluyd
desnaturalizaciéon por 1 min. a 94°C, hibridacién 30 seg a 55°C y extension a
72°C por 1 min. Cada PCR se realizé en un volumen final de 50 ul, conteniendo
36.6 ul de agua (DEPC), 3 ul del ADNc, 5 ul del buffer de reacciéon 10x (Promega
Inc.), 0.5 ul de mezcla de 2’-deoxynucleosidos 5’-trifosfatos (2.5 mM de cada uno),
4 ul de Mg (50mM, Promega Inc.),1 pl de primers 3’ y 5’ correspondiente (Sigma
Genosys) y 1 U de Taq ADN polimerasa (Promega Inc.). La secuencia de cada uno
de los pares de cebadores utilizados para la amplificacién de citoquinas humanas
(INFy, IL-4, IL-5 e IL-10), CD3 y B-actina se muestra en Tabla II.
2-Electroforesis en gel de agarosa y semi-cuantificacion de los productos de
RT-PCR

Después de realizada la amplificacion por RT-PCR, se analizaron 10 ul de
cada producto en un gel de agarosa al 2% conteniendo 0.5% de bromuro de etidio
en buffer Tris-Borate-EDTA (TBE). Se utiliz6 una escalera de peso molecular de 1-
kb de ADN (Promega Inc.) como marcador de peso molecular. La electroforesis se
realizé en TBE a 100 V por 20 min. La identidad de los productos se confirmé por
sus respectivos tamafos y por Southern blot, utilizando sondas especificas de
ADNc marcadas radiactivamente con 32P. El area de las bandas fue cuantificada
utilizando: “NIH Image 1.59 software” (disponible en el sitio

Http://rsb.info.nih.gov/nih-image de la Word Wide Web).
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Especificidad _ Cebador ~ Secuencia
B-actina 5" cebador TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA

3’ cebador CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG

CD3 5" cebador AGATGGGAAGATGATCGGCT
3’ cebador CAGTCGAGAGCTTCAGACAA

INFy 5" cebador AGTTATATCTTGGCTTTTCA
3’ cebador ACCGAATAATTAGTCAGCTT

iL4 5" cebador CTTCCCCCTCTGTTCTTICCT
3’ cebador TTCCTGTCGAGCCGTTTCAG

IL-5 5" cebador CTTTACGTCTTCGTAGGAGTA
3" cebador CATTACTTGTGGCTCACCTATTAT

IL-10 5’ cebador ATGCCCCAAGCTGAGAACCAAGACCCA
3’ cebador TCTCAAGGGGCTGGGTCAGCTATCCCA

Tabla I: Secuencia de los cebadores utilizados para la reaccién de polimerasa en
cadena.

Protocolo de Inmunizaciéon

Las pacicntes clegibles para cl ensayo clinico de inmunotecrapia siguicron
los requisitos dctallados cn cl capitulo 1.

La inmunotcrapia con lcucocitos patcrnos, consiste cn aislar las células
MNT del esposo a través de un gradientc de Ficoll-Hypaque a partir dec 100 ml de
sangre periférica heparinizada. La suspensién de leucocitos obtenida (de 80 a
120x 106 células/ml) se inyecta intradermicamente en el brazo de la esposa. El
numero de dosis dcpende de la capacidad dec la mujer de generar actividad
bloqueante en el CML, capaz de suprimir el 50% de la capacidad aloestimulatoria
del esposo. En aquellas pacientes que no se logré la generaciéon de FB del CML

luego de la sexta inmunizacién el tratamiento se dio por finalizado.
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Anilisis estadisticos utilizados

Para la comparaciéon entre medias se ultilizaron los tests de Student, Chi
cuadrado y para el analisis de muestras apareadas se utiliz6 el test Mann
Whitney empleando el sowftware GraphPad (GraphPad, San Diego, CA). Se
consideré como valor significativo *p<0.05 y altamente significativo a los valores

**p<0.001.
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Capitulo 1

Caracterizacion de factores bloqueantes de la respuesta alogénica

materna: mecanismos moleculares y celulares involucrados
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Caracterizacion y evaluacion inmunologica de pacientes con Abortos

Recurrentes Espontaneos y de mujeres fértiles

Existe una gran controversia acerca de la evaluacion y el tratamiento
apropiado para parejas en las cuales la mujer ha experimentado abortos
recurrentes espontaneos, ya que son multiples las posibles causas del aborto
recurrente. De este modo y a fin de lograr la unificacién de criterios y protocolos
para el tratamiento de las pacientes con ARE, la Sociedad Americana de
Inmunologia de la Reproduccién confeccioné una guia de recomendaciones
clinicas en 1997 (50).

El diagnéstico de ARE se basa tanto en la informacién clinica como en las
pruebas de laboratorio. En la tabla I se detallan algunas de las caracteristicas

presentes en las pacientes con ARE.

1- Caracteristicas que identifican a mujeres con ARE durante el primer trimestre.

A- Mujeres que experimentaron 3 0 mas abortos consecutivos con el mismo
patron sin lograr nunca un embarazo a término.

B- Mujeres mayores de 35 afnos con 2 0 mas abortos previos.

C- Mujeres con 2 o mas abortos previos con el cariotipo normal
documentado de las pérdidas fetales sufridas.

D- Mujeres que no lograron un nuevo embarazo luego de multiples ciclos de
transferencia embrionaria.

2- Antecedentes que aumentan los riesgos de ARE.
A- Edad materna
B- Historia de infertilidad
C- Historia obstétrica
D- Historia de enfermedades autoinmunes

3- Factores de riesgo asociados con examenes complementarios
A- Genéticos
B- Anatémicos/uterinos
C- Microbiologicos
D- Endocrinolégicos
E- Inmunolégicos
F- Metabdlicos

Tabla I: Parametros Clinicos utilizados para el Diagnéstico de ARE.
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Requisitos de las parejas incluidas en el presente trabajo

Las pacientes incluidas en este trabajo cumplieron con los siguientes requisitos:
1- Mujeres con 2 o mas abortos consecutivos ocurridos antes de las 12
semanas de gestacion y con el mismo patrén de pérdida..

2- Edad materna entre 25 y 42 anos.
3- Ausencia de actividad bloqueante evaluada en el Cultivo Mixto
Linfocitario (CML).

El criterio de exclusion de las pacientes estudiadas se baso en :

A) Causas anatémicas: cualquier anormalidad anatémica, ya sea congénita o
adquirida.

B) Infecciones: Si bien no existen evidencias que asocien algun
microorganismo con la inducciébn de abortos recurrentes, deben
descartarse la presencia de infecciones transmisibles via sanguinea como
por ejemplo: hepatitis B o C, virus de inmunodeficiencia humana (VIH),
citomegalovirus o por Tripanosama curzi.

C) Causas endocrinolégicas: principalmente deben descartarse deficiencias
durante la fase lutea tardia y alteraciones en la produccién de
progesterona, presente en el 16 al 60% de los abortos espontaneos.

D) Causas genéticas: cualquier anormalidad cromosémica incluyendo
translocaciones e inversiones, principales causas de pérdidas fetales.

E) Causas inmunolégicas: deben descartarse la presencia de autoanticuerpos.

1.1 Anticuerpos anti-fosfolipidicos
1.2  Anticuerpos anti-niicleo

1.3 Anticuerpos anti-ADN
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Las pacientes que niveles detectables de alguno de los anticuerpos
mencionados, en general presentan un factor autoinmune asociado. Por lo tanto,
las sucesivas fallas en los embarazos que presentan se deben a problemas en el
momento de la implantacion fetal o a alteraciones en la cascada de coagulacion.
Es por ello que este grupo de pacientes fue excluido en todos los estudios del

presente trabajo.

La caracterizacion inmunolégica de las parejas estudiadas incluyé:

* Capacidad del suero materno de bloquear el CML.
* Presencia de anticuerpos leucocitoxicos y anti-especificidades paternas,
evaluados por la técnica de Cross-match por microlinfocitotoxicidad o por

citometria de flujo.

Grupos controles participantes del estudio

A lo largo del presente trabajo se utilizaron diversos grupos controles
segun la necesidad del analisis a realizar. En cada caso en particular, se
detallan las caracteristicas de los mismos.

Por otra parte, todos las pacientes y grupos controles incluidos pertenecen
a una poblacién homogénea de Argentina, la mayoria con antecesores hispanos e
italianos. Asimismo, todos los estudios y protocolos de investigacion realizados
contaron con la aprobacion del comité de ética del Hospital de Clinicas “José de
San Martin”. Mas aun, todas las pacientes firmaron un consentimiento por

escrito avalando la participaciéon en dichos estudios.
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PRIMERA PARTE:

Generacion de Factores Blogqueantes del CML y de Anticuerpos anti-

especificidades paternas en pacientes con ARE y en mujeres fértiles.

El Cultivo Mixto Linfocitario (CML) consiste en un modelo in vitro que
permite cuantificar la respuesta alogénica. Esta respuesta se produce debido a la
presencia de moléculas de histocompatibilidad distintas, que si bien presentan
una estructura en comun, varian de individuo a individuo (aloantigeno).
Particularmente, en el CML se evidencian diferencias en las moléculas de
histocompatibilidad maternas y paternas, es por ello que resulta muy util como
modelo de estudio, ya que representa in vitro la respuesta durante un embarazo
normal. Como consecuencia del reconocimiento materno de antigenos paternos
se produce una activacion y proliferaciéon linfocitaria que puede cuantificarse por
la incorporacién de timidina tritiada.

Se ha reportado y puede evidenciarse claramente, que el suero materno
tiene la particularidad de disminuir notoriamente in vitro la respuesta alogénica
(42,44,62,63). Es por ello que el CML se realiza en presencia y en ausencia de
suero materno, obteniéndose de este modo el porcentaje de bloqueo del suero
materno (ver secciéon Materiales & Métodos). Se considera que si el suero materno
logra bloquear mas de un 50% la respuesta alogénica, posee factores bloqueantes
(FB)del CML.

Con el objeto de estudiar la presencia de los FB del CML en mujeres con
ARE y en mujeres con embarazo a término, se determiné el porcentaje de bloqueo
del CML de un grupo de 115 parejas participantes. Ambos grupos estudiados

fueron uniformes y no presentaron diferencias significativas en cuanto a la edad
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materna y grupo étnico. En la Tabla II se detalla el namero de abortos previos o

numeros de hijos nacidos, con sus correspondientes rangos y desvios.

Parejas con ARE Parejas Fértiles

Rango Media SD Rango Media SD

Edad Materna 26-43 34.7 5.1 22-56 41.8 6.2
(adios)
Nidamero de 2-5 2.6 0.88 2-3 2.3 0.70
abortos/ll.ijos

Tabla II: Valores de las medias, rangos y desvios estandares de las pacientes con
ARE y de las parejas fértiles estudiadas.

En la Tabla 1lI se observa que el 74% de las parejas con ARE no logran
generan el bloqueo del CML mientras que el 90% de las parejas con embarazos a
término disminuye la respuesta alogénica en presencia del suero materno, siendo

esta diferencia significativa (**p de Fisher 0.0001).

Bloqueo en Sin Bloqueo en valor *p Fisher

CML CML (RR)
Pacientes con ARE 30 (26%) 85 (74%) 0.0001 (0.3)
Mujeres fértiles 18 (90%) 2 (10%)

Tabla III: Generacion de factores bloqueantes del CML en pacientes con ARE y en
mujeres fértiles.

Los presentes resultados coinciden publicaciones previas, en las cuales se
muestra que los FB del CML se generan durante el embarazo y aumentan con los
sucesivos embarazos (41,42,49). Si bien estos factores han sido asociados con el
éxito de un embarazo, se desconoce hasta la fecha la naturaleza los mismos. Por
tal motivo, se investigé si la capacidad bloqueante de las mujeres con ARE se
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debe solamente a la presencia de anticuerpos o bien a la generaciéon de

citoquinas, quimioquinas u a otros factores solubles.

Presencia de Anticuerpos leucocitotéxicos y anti-especificidades

paternas evaluadas por la técnica de Cross-match

Dado que la generacién de Anticuerpos anti-especificidades HLA paternas
(leucocitotéxicos) constituye la mayor evidencia de un reconocimiento materno
hacia antigenos fetales, se estudi6é la presencia de los mismos por la técnica de
Cross-match. Dicha técnica se realiz6 utilizando microlinfocitotoxicidad
dependiente de anticuerpo o citometria de flujo, ya que si bien ambas presentan

el mismo fundamento, brindan distinta informacién.

La técnica de Cross-match por microlinfocitoxicidad (CMXM) s6lo permite
cuantificar anticuerpos fijadores de complemento, de ahi el nombre de
leucocitotéxicos (isotipos IgG1l e IgG4), los cuales, en general, se asocian a una
respuesta de tipo Thl (45,83). Por el contrario, la técnica de Cross-match
evaluada por citometria flujo (CMXC) evidencia Anticuerpos totales en el suero
materno. Esto implica que permite identificar no solamente anticuerpos
leucocitotoxicos, sino también Anticuerpos no fijadores de complemento
encontrandose dentro de ésta isotipos asociados a una respuesta tipo Th2
(45,75,83).

Se realiz6 CMXM en 33 parejas con ARE y se los compar6 con un grupo de
10 parejas con embarazos a término. Al mismo tiempo se correlacioné la
presencia de Anticuerpos leucocitotoxicos con la presencia o ausencia de FB del
CML. Como puede observarse en la Tabla IV, solamente el 9% de las parejas con

ARE mostraron Cross-match positivo, o sea presencia de Anticuerpos
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leucocitotéxicos, mientras que éste fue positivo en el 40% de las parejas con
embarazos a término, obteniéndose una diferencia significativa entre ambos
grupos (valor *p de Fisher 0.0001). Estas cifras representan valores mas elevados
que los encontrados en la literatura. La diferencia podria adjudicarse al pequefio
tamano de la muestra control. El hecho que sélo el 40% de las mujeres con
embarazo a término proesentam Anticuerpos linfocitotéxicos indicaria su baja

relevancia en la mediacién de un embarazo exitoso.

Parejas con ARE Cross- match + Cross- match -

Con FB del CML 1(3%) 12(36.4%)

Sin FB del CML 2(6%) 18(54.6%)
Total 3(9%) 30(91%)

Parejas Fértiles Cross- match + Cross- match -

Con FB del CML 3(30%) 6(60%)
Sin FB del CML 1(10%)
Total 4(40%) 6(60%)

Tabla IV: Presencia de Anticuerpos linfocitéoxicos en Mujeres con ARE y en mujeres con
embarazos a término evaluadas por CMXM.

Como se explico anteriormente, el CMXM solamente permite medir
Anticuerpos fijadores de complemento y anti especificidades HLA-paternas, por lo
tanto no resulta util para pacientes con ARE ya que los Anticuerpos que podrian
asociarse con un embarazo exitoso corresponderian a Anticuerpos no fijadores de

complemento, ya sean isotipos asociados a una respuesta Th2 o bien asimétricos.
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Si comparamos la técnica de CMXC con la presencia de FB del CML, como
parametros para la caracterizacion de las pacientes con ARE, existe en general
una buena correlacion entre ambas (83). Sin embargo, existen casos donde a
pesar de que la paciente presenta CMXC positivo, el suero materno no presenta
actividad bloqueante en el CML. En el presente analisis se evalué la actividad
bloqueante de pacientes con ARE y al mismo tiempo se cuantificaron por
citometria de flujo los niveles de Anticuerpos maternos anti-especificidades
presentes en linfocitos T paternos. Como se describe en la Tabla V, el 80% de los
individuos estudiados presentan una correlacion entre la generacion de actividad
bloqueante y presencia de Anticuerpos anti especificidades paternas; sin embargo

el 20% restante no logra bloquear el CML a pesar de presentar CMXC positivo.

Porcentaje de | Numero de Bloqueo CMXC
pacientes pacientes del CML
80% T + +
9 - -
20 % 4 - +

Tabla V: Presencia de actividad bloqueante y de Anticuerpos. anti-linfocitos T paternos
en 20 pacientes con ARE.

En la Figura 1 se muestran ejemplos representativos de CMXC positivos y
negativos de pacientes con ARE.

Estos resultados sugieren que la actividad bloqueante del suero materno no
solamente se debe a la generacion de Anticuerpos, si no también a otros factores
solubles presentes en el suero materno.

Esta clara evidencia nos llevo a desarrollar el objetivo del presente capitulo:

Identificacion de los FB del CML.
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Figura 1: Ejemplos representativos de Cross-match positivos y negativos por citometria
de flujo. Las células mononucleares totales paternas se incubaron durante 30 min. en
presencia de suero materno. Posteriormente se incubaron con anti-IgG totale conjugado
con FITC y finalmente con un anti-CD3 conjugado con PE. El analisis se realizé dentro
de la ventana seleccionada electronicamente para células CD3*. En el panel superior se
muestran histogramas y en el inferior graficos de contornos.
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DISCUSION

Una de las hipétesis actuales, destaca la relevancia de los FB del CML para
generar tolerancia inmunolégica en la interfase materno-fetal, otorgandole a la
presencia de estos FB, un valor pronéstico para ARE.

Nuestros resultados confirman que tanto los Anticuerpos leucocitotéxicos
como los factores inhibidores del CML son mas frecuentes en el suero de mujeres
fértiles que en mujeres con ARE. Sin embargo, el hecho que estos anticuerpos
estén presentes en el 26% de las mujeres con ARE y ausentes en el 10 % de las
mujeres con embarazos a término, sugiere que éstos representan una respuesta
al embarazo mas que la causa del mismo.

Estos datos coinciden con los reportados por Coulam et al (41) quienes
demostraron que los anticuerpos leucocitotoxicos y los FB del CML aumentan
progresivamente durante la exposicion materna a los sucesivos embarazos.

Resumiendo, nuestra conclusién es que la presencia de Anticuerpos
leucocitotoxicos no resultaria un parametro relevante para el diagnéstico de
abortos recurrentes. En cambio, tanto el CML como el CMXC, evidencian la
presencia de factores bloqueantes que constituyen marcadores asociados a un
embarazo exitoso, motivo por el cual podrian ser utilizados como parametros para

diagnoéstico de ARE.
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SEGUNDA PARTE:
Galectina-1 induce una disminucién de la proliferacioén de linfocitos T a

través de mecanismos apoptéticos y no apoptoticos en respuesta a alo-

antigenos

Galectina-1 (Gal-1) es un miembro de una familia creciente de lectinas
animales, que se encuentra ampliamente conservada a través de la evoluciéon y
comparte secuencias similares en el dominio de reconocimiento de carbohidratos
(84) Gal-1 se expresa en células epiteliales timicas (85), macréfagos (79), células T
activadas (86), células B estimuladas (87) y en los tejidos inmunolégicamente
“privilegiados” como, placenta testiculos y tumores (84). Esta proteina de uniéon a
B-galactésidos se secreta como un homodimero unido en forma no covalente a
través de dos sitios posibles de uniéon. Gal-1 es capaz de mediar interacciones
célula-célula o célula-matriz extracelular a través del reconocimiento de
estructuras de polilactosamina sobre glicoconjugados de la superficie celular (88-
94).

Mediante el entrecruzamiento de glicoproteinas sobre la superficie de los
linfocitos T (91), se evidencié que Gal-1 induce apoptosis de timocitos inmaduros
activados, (pero no de linfocitos T en reposo), a través de la fosforilacion Erk y de
la activacion de factores de trascripciéon especificos (79,90,95-98). Observaciones
recientes sugieren que esta proteina de union a carbohidratos modula la
apoptosis mediada por el receptor del linfocito T (TCR) induciendo una
fosforilacion parcial de la cadena ¢ del TCR (97). Los efectos inmunomodulatorios
y anti-inflmatorios de esta proteina de unién a carbohidratos fue validada in vivo
en modelos experimentales de autoinmunidad e inflamciéon (99-101). Se ha

demostrado en un modelo murino de artritis reumatoidea, que Gal-1 disminuye
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la inflamacién y suprime la respuesta autoinmune (99). El tratamiento de ratones
artriticos con Gal-1 aumenta la susceptibilidad de células T a la muerte celular
como consecuencia de su activacion y resulta en un fuerte cambio en el patréon de
citoquinas virandola desde un tipo Th1l hacia uno tipo Th2 (99). Esta nueva ola
de informacion sugiere que Gal-1 podria utilizarse como un agente
inmunosupresor selectivo para “apagar” las funciones efectoras de células T.

Los linfocitos T aloreactivos representan la mayor barrera para lograr un
embarazo a término (102,103) y se han reportado mecanismos capaces de inducir
tolerancia materno-fetal que implican a moléculas inmunosupresoras FasL y
TNF-a (104-108). Recientemente se han propuesto mecanismos alternativos que
podrian participar en la muerte celular inducida por aloantigenos (109). En el
presente capitulo investigamos las propiedades inmunoregulatorias, mecanismos
de accién y regulaciéon de la expresion de Gal-1 en el curso de una respuesta

alogénica normal.

Modulacion de la respuesta alogénica por Galectina-1

Con el objeto de investigar la funciéon de Gal-1 en el curso de una respuesta
aloinmune, se cocultivaron MNT de dadores normales con total disparidad en los
alelos HLA durante 5 dias, en ausencia/presencia de concentraciones crecientes
de Gal-1 recombinante. Como se muestra en la Figura 1A Gal-1 induce una
inhibicion de la respuesta alogénica dependiente de la dosis, mostrado una
reduccién en la incorporacion de timidina tritiada (22%, 37%, 61% y 80% de
inhibicién para 2, 4, 40 y 100 ug/ml respectivamente; (*p<0.01 para 4, 40 y 100
ug/ml, test de Student). Como control, se utilizaron células autélogas sin

estimular, las cuales no variaron su respuesta proliferativa cuando fueron

-60-



Ramhorst R. Resultados

expuestas a Gal-1 en ninguna de las concentraciones estudiadas (resultado no
mostrado).

Posteriormente se investigd si la inhibicion de la respuesta alogénica T
inducida por Gal-1 era debida en sus propiedades de unién a carbohidratos. Para
ello se incubaron linfocitos aloreactivos con diferentes concentraciones de esta
proteina en presencia y en ausencia de thiodigalactosido (TDG). Este azucar, de
union especifica a pB-galactosidos, fue capaz de prevenir casi completamente la
inhibicion de la alorespuesta inducida por Gal-1 (4 pg/ml). Sin embargo, la
prevencién fue parcial cuando Gal-1 fue utilizada a 40 pg/ml (Figura 1B).

Interesantemente, la incubacién de linfocitos aloreactivos con Gal-1 en
presencia de su Ac. especifico, no solamente previene la inhibicién si no que
también induce un leve pero significativo aumento en la respuesta proliferativa,
en comparaciéon con células aloreactivas cultivadas en ausencia de Gal-1 (Figura
1C; *p<0.05, test de Student). Esta evidencia sugiere que la Gal-1 endégena
podria inhibirse en presencia de su Ac. especifico. Un efecto similar se observd
cuando los linfocitos aloreactivos se cultivaron en presencia solamente de un Ac.

anti-Gal-1 (Figura 1C).



Ramhorst R. Resultados
A
Tratamiento . |°{°| ‘.’?5
—~ 100 wn 80%
E *k 61%
g{ 40 .
= 4 * 37%
T ) 22%
2
© 0 0%
+
0 20 40 60
Incorporacion de [>H] (com x 103)
B . % de
| Tratamiento TDG inhibicid
~ + 31%
T4 p— I
o‘) N
=2 SO 2%
T 4 f - 37%
©
(D + —
0 j :

0 20 40 60

Incorporacion de [°H] (cpm x 10°)

80

0 20

Incorporacion de [*H] (cpm x 10°)

Figura 1. Gal-1 inhibe la respuesta alogénica en forma dependiente de
carbohidratos. (A) Células respondedoras (1x10° células/ml) y estimuladoras pre
tratadas con mitomicina (1x105 células/ml) se cocultivaron en ausencia o presencia de
Gal-1 (2, 4, 40 y 100 pg/ml). (B) Células MNT cocultivadas con Gal-1 (4 y 40 pg/ml) en
ausencia () o en presncia () de 0.1M tiodigalactésido (TDG). (C) Células MNT
cocultivadas en ausencia o presencia de Gal-1 (40 pg/ml) y anti-Gal-1 especifico (1:100).
Luego de S5 dias de cultivo se adicino [BH|TdR durante 18 hs y determiné su
incorporacion utlilizando un contador de centelleo liquido . Los resultados se expresan
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como la media + DS de 3 experimentos independientes utilizando diferentes dadores y
combinaciones alogénicas. *Pgal 4 ,g/mi<0.01 vs células cultivadas en medio o0 TDG. **Pga 40
v 100 yg/mi<0.001 vs células cultivadas en medio solamente.

Mecanaismos involucrados en la modulacién de la respuesta alogénica

inducida por Galectina-1

Para profundizar en los mecanismos celulares y moleculares implicados en
la inhibicién de la respuesta alogénica inducida por Gal-1, se cultivaron linfocitos
aloreactivos en presencia de Gal-1 y se procesaron para la deteccién de apoptosis.
Asi, la tincién con Ioduro de propidio (IP) reveld un aumento significativo del
contenido de ADN subdiploide, que dependié de la dosis y del tiempo de
exposicion a Gal-1. El analisis de la cinética de inducciéon de apoptosis de células
aloreactivas en presencia de Gal-1 por O hs, 24 hs, 48 hs y 5 dias (luego de la
sustraccion de los correspondientes controles en ausencia de Gal-1) se muestra
en las Figura 2A y B.

Gal-1 destruye células T activadas que expresan la molécula CD45RO,
enriquecidas en polilactosamina. Por este motivo, se analizd la susceptibilidad de
células CD45SR0O* a la apoptosis inducida por Gal-1 durante la respuesta
alogénica. Con este propésito, se seleccionaron las células CD45R0* usando anti-
CD45R0, y se midié la frecuencia de células apoptéticas tempranas y tardias
mediante marcacién simultanea con anexina-V y con IP (Figura 2C). El
tratamiento con Gal-1 resulté aproximadamente en un 25% de apoptosis
temprana de los leucocitos CD45R0* (anexina-V positivos, IP negativos) y un 28%
de células positivas para ambos (anexina-V y IP, Figura 2C panel derecho). Como
control negativo de apoptosis se utilizaron linfocitos aloreactivos cultivados en

ausencia de Gal-1 (Figura 2C panel izquierdo).
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Se ha demostrado previamente que Gal-1 afecta la secrecion de citoquinas
independientemente de sus propiedades proapoptéticas (95,99). Por ello, se
analiz6 co6mo la modulaciéon de la produccion de INFy (una de las citoquinas tipo
Th1 proinflamatorias involucradas en la respuesta alogénica) contribuye al efecto
inmunosupresor disparado Gal-1.

Para discriminar entre el efecto de Gal-1 sobre la produccién de citoquinas
o sobre la muerte celular, y para eliminar potenciales complicaciones debido a la
incorporacién inespecifica de Ac. por las células apoptéticas, se excluyeron del
analisis los linfocitos positivos para anexina-V a través de una ventana de trabajo
seleccionada electronicamente. De este modo se determiné la produccién
intracelular de INFy por citometria de flujo en la poblacién de células no
apoptoéticas.

El agregado de Gal-1 a los cultivos de células alogénicas indujo una
reduccion del 33% en los niveles intracelulares de INFy luego de S dias de cultivo
(Figura 2D).

El conjunto de estos resultados sugieren que Gal-1 inhibe la respuesta
alogénica en forma dependiente de la dosis y de la uniéon a carbohidratos,
induciendo apoptosis de linfocitos T e inhibiendo la producciéon de IFN-y. La
inhibicién de la produccién de esta citoquina no fue el resultado de la muerte de
células productoras de INFy, dado que las células apotéticas fueron excluidas del
analisis. Por lo tanto, podemos concluir que tanto mecanismos apoptéticos como
no apotoéticos contribuyen a la inmunosupresion inducida por Gal-1 durante el

curso de una respuesta alogénica normal.
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Figura 2. Gal-1 induce apoptosis de células CD45R0O* y modula la producciéon de
INFy luego de la respuesta alogémica. Células respondedoras (1x105 células/ml) y
estimuladoras pre tratadas con mitomicina (1x105 células/ml) se cocultivaron en
ausencia/presencia de Gal-1 (40 pg/ml) durante los indicados periédos de tiempo y se
analiz6 apoptosis y produccion de INFy. (A) Contenido de ADN subdiploide medido por
tincion con IP. (B) Cinética de la incorporacion de IP en linfocitos aloreactivos, luego de la
sustraccion de los correspondientes controles como se indicé en Materiales & Métodos.
(C) Apoptosis de células CD45RO*. Las células aloreactivas se marcaron con anti-
CD45RO PreCP, anexina-V FITC y con IP. (D) Produccion intracitoplasmatica de INFy en
células no apoptoticas expuestas a Gal-1. Los resultados son representativos de 3
experimentos independientes utilizando distintos dadores sanos.

La respuesta de una célula a las sefiales de muerte/proliferacién estan
moduladas por miembros de la familia de proteinas Bcl-2 (110). Por lo tanto se
analiz6 la expresion de Bcl-2 en respuesta a Gal-1 de las células respondedoras
durante el CML. Como se observa en la figura 3A, en ausencia de Gal-1 la
expresion de Bcl-2 alcanza un nivel maximo a las 24 hs de aloestimulacién y se
mantiene hasta las 72 hs, para luego declinar. Cuando Gal-1 se adicion6 a los
linfocitos aloreactivos al inicio del cultivo celular, la expresién de Bcl-2 también
alcanz6 un pico a las 24 hs, descendiendo inmediatamente en forma dependiente
del tiempo (Figura 3A). Los perfiles inmunoreactivos se muestran el la Figura 3B.
Este efecto fue consistente con la cinética de apoptosis observada en la Figura 2A
y 2B.

Varios estimulos apoptéticos disparan senales intracelulares de muerte a
través del reclutamiento de caspasas especificas (111,112). Por este motivo, se
examiné como un inhibidor especifico de caspasas de amplio espectro, ZVAD-
fmk, es capaz de prevenir el bloqueo de la proliferacién inducido por Gal-1. Como
se muestra en la Figura 4, la adicion de ZVAD-fmk al inicio del cultivo fue capaz
de prevenir la inhibicién del crecimiento inducida por Gal-1. En ausencia de Gal-

1 la adicion de ZVAD-fmk no afecté la proliferacion celular. Estos resultados

sugieren que Gal-1
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genera sefales intracelulares inhibitorias a través de caminos dependientes de

Bcl-2 y caspasas.
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Figura 3. Gal-1 modula la expresion de Bcl-2 en el curso de una respuesta alogénica
normal. Células respondedoras (1x105 células/ml) y estimuladoras pre tratadas con
mitomicina (1x105 células/ml) se cocultivaron en ausencia o presencia de Gal-1 (40
pug/ml) durante los periodos de tiempo indicados. Las células fueron cosechadas y
lisadas en presencia de inhibidores de proteasas. Las bandas protéicas inmunoreactivas
se semi-cuantificaron por densitometria y se expresan como unidades arbitrarias
relativas (UA). (A) Analisis de la cinética de expresion de Bcl-2 en el curso de una
respuesta alogénica normal en ausencia o presencia de Gal-1. (B) Ensayo de Western
Blot representativos de los cultivos alogénicos en presencia (panel superior) o ausencia
(panel inferior) de Gal-1. Los resultados fueron representativos de 3 experimentos
independientes utilizando diferentes dadores sanos.
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Figura 4. Gal-1 inhibe la respuesta alogénica a través de um mecanismo
dependiente de caspasas. Células respondedoras (1x10°5 células/ml) y estimuladoras
pre tratadas con mitomicina (1x105 células/ml) se cocultivaron en ausencia/presencia
50 uM ZVAD-fmk. Los resultados se expresan como la media de los triplicados en cpm *
SEM de un experimento representativo de 2 experimentos independientes utilizando
distintos dadores sanos. *Pgal.1 + zvap-fimk <0.0S vS gat-1.

Efecto de la interleuquina 2 en la inhibiciéon de la respuesta alogénica T y de

la apoptosis inducidas por Galectina-1

Fue demostrado que la interleuquina 2 (IL-2) es capaz de rescatar células T
especificas de la apoptosis inducida por diferentes estimulos, como por ejemplo
privacion de factores de crecimiento, radiaciéon y dexametasona (113,114). Por
otro lado, se demostré que Gal-1 antagoniza la producciéon de IL-2 inducida por el
TCR (95). Por lo tanto se investigd como la adicion de IL-2 exdégena revierte la
inhibicién de la respuesta aloinmune y la apoptosis inducida por esta lectina. La
IL-2 fue utilizada en concentraciones submitogénicas, que no afectan la
incorporacion de timidina, cuando se agregdé sola a los cultivos celulares a
diferentes periodos de tiempo (Figura 5). La incorporacion de esta citoquina a las
24 hs luego de iniciado el cultivo celular, fue capaz de revertir totalmente la

inhibicién de los linfocitos aloreactivos inducida por Gal-1 (*p<0.01, test de
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Student) (Figura 5). Este efecto no pudo observarse cuando esta citoquina se

incorporo S dias después de la aloestimulacion.
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Figura 5. IL-2 revierte la inhbicion de la respuesta alogénica inducida por Gal-1.
Células respondedoras (1x105 células/ml) y estimuladoras pre tratadas con mitomicina
(1x105 células/ml) se cocultivaron en ausencia o en presencia Gal-1 (40 pg/ml). A los
indicados periodos de tiempo se incorpor6 IL-2 en concentraciones submitogénicas (20
U/ml). Los resultados se expresan como la media en cpm + SEM de los triplicados.

Se investigo si el efecto de la IL-2 podria estar relacionado con la
disponibilidad del receptor de baja afinidad para IL-2, el CD25, a lo largo de la
respuesta alogénica. En particular, se analiz6, mediante marcacion triple la
expresion de dicha molécula en las poblaciones CD4 y CD8. Como puede
observarse en la Figura 6 la expresion de CD25 durante la respuesta el CML no

difiere en presencia o en ausencia de Gal-1, indicando que el receptor esta

igualmente disponible en ambos casos.
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CD4 CD8
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0 hs 1 0,9
24 hs 2,6 2.4 0,4 0,3
48 hs 4 4 0,3 0,4
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Figura 6. Disponibilidad de receptores para IL-2 a lo largo de la respuesta alogénica
y en las poblaciones CD4 y CD8. Células respondedoras (1x105 células/ml) y
estimuladoras pre tratadas con mitomicina (1x105 células/ml) se cocultivaron en
presencia/ausencia de Gal-1. A las 0, 24 hs, 48 hs y 5 dias se realiz6é triple marcacion
incluyendo Acs. anti-CD25 FITC, anti-CD4 PreCP y anti-CD8 PE. Los resultados se
expresan en la Tabla como porcentajes de células CD25*CD4* y CD25*CD8*. Los
histogramas son perfiles citométricos representativos mostrando la expresion de CD25 a
0 hs (color rojo)), 24 hs (color verde), 48 hs (color negro) y 5 dias (color azul). Esta
cinética se realizo tanto en ausencia de Gal-1 (histograma superior) o como en presencia
de Gal-1 (histograma inferior).
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Para determinar como la IL-2 previene también la apoptosis inducida por Gal-1,
se estimularon linfocitos por 18 hs en presencia y en ausencia de Gal-1 e IL-2.
Las células se procesaron a distintos periodos de tiempo y se marcaron con
anexina-V. Como se observa en la Figura 7, la IL-2 fue capaz de prevenir la

apoptosis inducida por Gal-1.

1 - Gal-1 + Gal-1 + IL-2
IFM:590 IFM: 1090

§ | / / + Gal-1 IFM:1690

4085

Tinciéon con Anexina-V

Figura 7: IL-2 previene la apoptosis inducida por Gal-1. Se incubaron linfocitos de
dadores normales por 18 hs con Ac. anti-CD3 en ausencia y en presencia de Gal-1 o Gal-
1 mas IL-2 y se analizo el porcentaje de apoptosis por tincion con anexina-V. Los
resultados son representativos de 3 experimentos independientes utilizando distintos
dadores normales, (IFM: Intensidad de Fluorescencia Media). *Pgai + 1L-2 (a 24 h) <0.001 vs gal-

1.

Inhibicion de la respuesta alogénica a través de mecanismos independientes

de TGF-8

Siendo TGF-B una citoquina inmunosupresora relevante en la homeostasis
de la respuesta alogénica T (115,116), se analiz6 si los efectos supresores de Gal-
1 involucraban un aumento en la expresion y bioactividad de TGF-f durante una
respuesta aloinmune.

El analisis por Western Blot de la expresion de TGF-8 mostr6 el pico de

expresion a las 24 hs (o 48 hs en algunos experimentos), mantiendose durante
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los S dias del CML. Esta expresion fue similar en presencia o en ausencia de Gal-
1 (Figura 8A). La exposicion de diluciones de los sobrenadantes acidificados
obtenidos luego del tratamiento de los cultivos alogénicos con Gal-1 a.la linea
MviLu (sensible a TGF-B) (82), no mostré6 un efecto inhibitorio aditivo al
compararse con los sobrenadantes obtenidos de una respuesta alogénica control
(Tabla I). Resultados similares se obtivieron cuando los sobrenadantes no
acidificados fueron testeados solamente para TGF-B bioactivo en la linea celular
MviLu. Ademas y confirmando estos resultados, el agregado de anti-TGF-B
neutralizante especifico al inicio del CML, no fue capaz de revertir la inhibicién de
la respuesta alogénica T inducida por Gal-1 (Figura 8B). Como controles se
utilizaron células incubadas solamente con medio o expuestas al Ac. anti-TGF-$8
en ausencia de Gal-1. En esta ultima condicién, el Ac. neutralizante aumenté
levemente la incorporacién de timidina comparado con células cultivadas
solamente en medio (Figura 8B), indicando su habilidad para neutralizar el TGF-8
endogeno generado tempranamente durante el curso de una respuesta alogénica
normal (115,116). Los presentes resultados sugieren que Gal-1, al menos en el
modelo alogénico, no aumenta los niveles totales de TGF-B, ya sea el latente o
bioactivo, por lo tanto el efecto regulatorio negativo de Gal-1 no recae sobre

mecanismos dependientes de TGF-p.
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Figura 8: Gal-1 suprime la respuesta alogénica a través de mecanismos
independientes de TGF-B. Células respondedoras (1x105 células/ml) y estimuladoras
pre tratadas con mitomicina (1x105 células/ml) se cocultivaron en ausencia/presencia
Gal-1 (40 pg/ml). (A) Las células MNT de los CML se recolectaron a los periodos de
tiempo indicados. Las muestras se lisaron y se realizo Western blot para la deteccion
TGF-B. (B) Para los experimentos de neutralizacion de agregoé anti-TGF-B al inicio del
CML para bloquear la produccion endogena de TGF-B. Los resultados se expresan como
la media de los triplicados en cpm + SEM de 3 experimentos independientes utilizando
distintos dadores sanos.

Expresion de Galectina-1 durante el curso de una respuesta alogénica

normal

Las células T activadas presentes en un entorno tisular con abundante
Gal-1, se vuelven sensibles a su efecto inhibitorio actuando como un mecanismo
regulatorio negativo con el objeto de “apagar” las funciones efectoras T
(99,100,117). Es por ello que se examind la expresion de Gal-1 durante el curso

de una respuesta alogénca normal (Figura 9). La expresion del monomero de Gal-
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1 se detecto a las 24 hs de cultivo, alcanzando el maximo nivel después de las 48-
72 hs de aloestimulacion, donde también se detectdé la presencia del dimero (29
KD). Dado que estas subunidades se asociacian a través de uniones tipo puente
de hidrogeno. cuando las concentraciones de Gal-1 alcanzan valores
significativos, la banda correspondiente a el dimero aparece a pesar de utilizar
condiciones reductoras (79,85,88). La ausencia de la banda correspondiente al
tiempo de inicio del cultivo (0 hs) y el aumento sustancial durante la
aloestimulaciéon, sugieren que esta proteina podria jugar un papel central

durante la fase efectora de la respuesta aloinmune.
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Figura 9: Produccion endogena de Gal-1 durante la respuesta alogénica normal.
Células respondedoras (1x10°5 células/ml) y estimuladoras pre tratadas con mitomicina
(1x105 células/ml) se cocultivaron y recolectaron a los periodos de tiempo indicados. Las
células fueron cosechadas y lisadas en presencia de inhibidores de proteasas. Las
bandas protéicas inmunoreactivas se semi-cuantificaron por densitometria y se expresan
como unidades arbitrarias relativas (UA). Gal-1 (1 pg) recombinante se utiliz6 como
control positivo de la reaccion. Los resultados son representativos de 3 experimentos
independientes utilizando distintos dadores sanos.
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Tratamiento Condicién Condicién
no acidificada acidificada
cpm+SEM x 104 cpm+SEM x 104

Medio 26.56+ 0.4 26.35+29
Gal-14pg/ml || 24.88+0.8 26.49 + 1.7
Gal1 40pg/mi|| 26.67+1.0 23.48+72

Tabla I: Efecto de Gal-1 en la induccion de TGF-p evidenciado en las células MviLu
Los sobrenadantes acidificados o no recolectados en diferentes periodods de
tiempo de aloestimulaciéon en ausencia/presencia de Gal-1, fueron agregados en
diferentes diluciones a la linea celular MvlLu (4x105 células/ml) sensible a TGF-B. Las
placas se incubaron por 20 hs y se adicioné [3H|TdR durante 4 hs. Al mismo tiempo se
realiz6 una curva de crecimiento estandar utilizando TGF-B1 recombinante y los niveles
de TGF-B total (acidifcado) o bioactivo (no acidificado) se refirieron a la curva estandar y
se expresa como cpm + SEM. Los resultados mostrados corresponden a los
sobrenadantes recolectados a las 72 hs de aloestimulacion. Resultados similares se
obtuvieron para los sobrenadantes recolectados en periédos de tiempo posteriores.

DISCUSION

Los resultados presentados en esta seccién fueron realizados a fin de
validar el papel inmunoregulatorio de Gal-1 en el curso de una respuesta
alogénica T normal. La generacion en linfocitos T aloreactivos de una tolerancia
parcial inducida por Gal-1 es claramente sugestivo de un mecanismo natural
tendiente a permitir la sobrevida de un semi-injerto y a mantener la homeostasis
en sitios inmunoloégicamente privilegiados.

Se demostré que Gal-1 suprime la respuesta aloinmune en forma
dependiente de la dosis y de la unién a carbohidratos y se proveen evidencias de
los mecanismos moleculares implicados en este proceso.

Investigaciones realizadas en la ultima década en modelos animales
experimentales de autoinmunidad e inflamaciéon crénica (99,101,118),
identificaron propiedades inmunosupresoras especificas de esta proteina. Sin

embargo, solo en los ultimos afios se demostrd el efecto de Gal-1 actuando a
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través de mecanismos apoptdticos y no apoptoéticos. Se ha demostrado que Gal-1
recombinante induce apoptosis a través de un reconocimiento selectivo de
receptores glicosilados (95-96). Estudios recientes muestran que esta proteina
antagoniza la respuesta T actuando a través de la cascada de senalizacién del
TCR, pero estimulando aquellas funciones que requieren solamente una
fosforilacién parcial de la cadena ¢ del TCR, como por ejemplo la apoptosis (97).

Dado que las células aloreactivas T representan la mayor barrera para
lograr la aceptacion de cualquier injerto (102,103), en el presente se estudioé la
posibilidad que Gal-1 pueda utilizarse para lograr tolerancia aloespecifica. Se
demostré que Gal-1 fue capaz de inducir apoptosis de células T activadas y de
aumentar significativamente la susceptibilidad a la muerte celular durante una
respuesta alogénica normal, mediante modulacion de los niveles proteicos de Bcl-
2 y por el grado del contenido de ADN subdiploide. Sin embargo, la fuerte
inhibicion de la incorporacion de timidina inducida por Gal-1 es suficientemente
alta como para predecir que otros mecanismos no apoptéticos puden contribuir al
efecto inmunosupresor evidenciado. A este respecto, podria considerarse a la
inhibiciéon de la sefalizacién del receptor antigénico y a la modulaciéon de la
produccién de citoquinas como mecanismos alternativos.

Investigaciones realizadas en los Gltimos afios sugieren que la induccién de
apoptosis de leucocitos podria ser crucial para establecer nuevos protocolos de
tolerancia alogénica (104-108). En este sentido, Bittencourt et al (119) reportaron
que inyecciones intravenosas de leucocitos apoptéticos estimulaban el éxito del
transplante de médula ésea cruzando las barrera de histocompatibilidad y Li et al

(105) mostraron que la restauracion de la actividad apoptética dentro de la
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poblacion periférica de células T es critica para la sobrevida y tolerancia del
higado transplantado.

Las interacciones entre Fas-Fas ligando median varios de los efectos
inmunosupresores y juegan un papel importante en la modulacién de las
respuestas aloinmunes (105-108). Estudios recientes demostraron que la muerte
de células T mediadas por Fas ligando y TNF-a no son esenciales para la
aceptacion del aloinjerto sugiriendo la presencia de caminos apoptéticos
alternativos (109).

Ademas de los efectos proapoptoticos, Gal-1 modula selectivamente la
produccion de citoquinas (87,95,120). En la presente seccién se demostré que
Gal-1 induce en linfocitos aloreactivos una disminucién de la produccién
intracelular de IFNy. Debido a que recientemente se propuso que TGF-f jugaria
un rol en la hiporespuesta de células T (115,116), se exploré si el potente efecto
supresor de Gal-1 podria depender de mecanismos mediados por esta citoquina.
Utilizando ensayos funcionales y de inmunohistoquimica, se demostré que Gal-1
no aumenta los niveles del TGF-f latente o bioactivo. Mas aiin, la neutralizaciéon
del TGF-B endégeno no previene la supresion inducida por Gal-1, sugiriendo que,
al menos en el modelo alogénico, el efecto de Gal-1 involucra a TGF-p.

Uno de las principales observaciones de este trabajo fue la capacidad de la
IL-2 exdégena de revertir la inhibicién de la alorespuesta inducida por Gal-1,
cuando es agregada a 24 hs luego de iniciado el CML. Esto sugiere que la
capacidad de Gal-1 para inducir apoptosis € inmunosupresién podria estar
regulada no solamente por ligandos sacaridicos especificos, sino también por
sefiales mediadas por la IL-2 sobre las células T. Concordantemente, se demostro

que la IL-2 es capaz de rescatar a las células antigeno-especifico de la apoptosis
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inducida por radiaciones, glucocorticoides o por la deprivacion de factores de
crecimiento, induciendo la expresion selectiva de los genes anti-apoptoticos bcl-2
0 bcl-xL (113,114).

Varios estimulos apoptoéticos disparan senales de muerte mediante el
reclutamiento de una serie proteasas que clivan el acido aspartico (caspasas)
(121). En la apoptosis inducida por Gal-1 el tratamiento de linfocitos aloreactivos
con un inhibidor de caspasas de amplio rango (ZVAD-fmk), fue capaz de prevenir
la inhibicién del crecimiento inducida por Gal-1, sugiriendo que esta proteina
transmite sefiales de inhibicion/ muerte a través de la activacién de caspasas.

Finalmente se investigd la regulacion de la expresion de Gal-1 durante el
curso de una respuesta alogénica normal. Se observé que el pico la expresiéon
endogena de Gal-1 se produce a los 2-3 dias de la aloestimulaciéon, sugiriendo un
rol para esta proteina durante la fase efectora de la alorespuesta.

Es conocida la participacion de Gal-1 en el establecimiento de tejidos
inmunolégicamente privilegiados que tienen la habilidad de soportar aloinjertos,
como testiculo, ojo y placenta, (122). Se ha propuesto que los sitios
inmunolégicamente activos emplean mecanismos ampliamente conservados
evolutivamente para inducir muerte celular y tolerancia (122). La habilidad de
Gal-1 de disminuir la respuesta T efectora y su alta expresién en sitios
inmunolégicamente privilegiados, sugieren que esta proteina es relevante para la
induccion de tolerancia y podria utilizarse potencialmente para prevenir el
rechazo materno-fetal. Sin embargo es necesario desarrollar nuevas estrategias

experimentales para evaluar estas interesantes aplicaciones clinicas.
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TERCERA PARTE:
Identificacion de RANTES como un nuevo inmunomodulador de la respuesta

alogénica materna

Las quimioquinas constituyen una familia de citoquinas quimiotractantes
que estan involucradas en la migracién leucocitaria, la angiogénesis y en la
activacion celular. Se las agrupa en dos categorias: 1) las quimioquinas
constitutivas que participan en funciones de mantenimiento y trafico celular y 2)
las quimioquinas inflamatorias inducidas luego de la activacion celular T
(123,124). El cambio de receptores constitutivos a receptores para quimioquinas
inflamatorias seguiria la activacion de las células T y resultaria en una
polarizacion capaz de determinar cambios en las propiedades migratorias de
estas células (125-127). Las funciones distintivas de las respuestas inmunes
celulares de tipo Thl y Th2 se correlaciona no solamente con el patrén de
secrecion de citoquinas sino también con una expresion diferencial de distintos
receptores de quimioquinas. Las células Thl preferencialmente expresan CCRS y
CCR1, ambos receptores para RANTES (del inglés: “regulated on activated normal
T-cell expressed and secreted”) que se expresa en los linfocitos T CD4SR0O* de
memoria y efectores. Por otra parte, RANTES al unirse a los receptores CCRI1,
CCR3 y CCRS inhibe la migracién y quimiotaxsis de las células CD45RO*
(128,129).

Como se mencioné previamente, se ha propuesto que la sobrevida fetal se
asocia con la polarizacién de la respuesta inmune de un tipo Thl a uno Th2
(6,10,31). Las citoquinas tipo Th2 como la IL-4 e IL-10 no solamente son capaces

de prevenir la inmunopatologia, sino que también tienen un efecto beneficioso
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sobre el embarazo (14,72). También, se sugiri6é que ciertas citoquinas y
quimioquinas tendrian un rol critico en la patogenia de los ARE (14,72).
Continuando con uno de los objetivos del presente trabajo, investigamos si
las quimioquinas podrian actuar como FB del CML y exploramos el papel de
RANTES como un factor inmunosupresor de la respuesta alogénica materna que

permita la sobrevida fetal.

Pacientes incluidas en el presente estudio

Pacientes con ARE: se incluyeron aquellas pacientes que sufrieron 2 o mas
abortos consecutivos menores a las 16 semanas de gestacion y cumplieron los
requisitos detallados al inicio del Capitulo 1.

Grupo control: mujeres normales en edad fértil, sin antecedentes de embarazos
previos.

Grupo de mujeres fértiles control: mujeres fértiles con 2 o0 mas embarazos a

término y sin pérdida de ningin embarazo en su historia clinica.

Niveles de quimioquinas en suero de mujeres con ARE y fértiles

En busqueda de un marcador para embarazos exitosos, se investigaron los
niveles de quimioquinas (RANTES, MCP-1 y MIP-1a) en el suero de mujeres
fértiles y con ARE por ELISA. Como se describe en la Figura 10A, se detecté una
disminucion significativa en los niveles de RANTES en el suero de pacientes con
ARE comparado con los niveles presentes en los sueros de las mujeres fértiles
(627 pg/ml vs 1126 pg/ml, p< 0.05, test de Student). Mas aun, los niveles de
RANTES en sueros de mujeres sin previos embarazos o abortos, también fue
significativamente menor comparada con el de mujeres fértiles (691 pg/ml vs

1126 pg/ml). Estos resultados sugieren que un embarazo exitoso es acompanado
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por un aumento en la produccion sérica de RANTES. Por otra parte, no se
encontraron diferencias significativas en los niveles séricos de MCP-1 y MIP-1a al

comparase los 3 grupos estudiados (Figuras 10B y 10C).
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Figura 10: Modulation de las f-quimioquinas presentes en suero de pacientes con
ARE, mujeres fértiles y sin embarazos previos. Se utilizaron sueros de pacientes con
ARE, mujeres fértiles y mujeres control para la evaluacion de las concentraciones de: (A}
RANTES, (B) MCP-1 y (C) MIP-1a utilizando la técnica de ELISA. Los resultados se
expresaron como la media (pg/ml) + DS de un panel que incluyé 30 pacientes con ARE,
10 mujeres control y 15 mujeres fértiles. Las pacientes con ARE y el grupo control
mostré una disminucién significativa de los niveles de RANTES comparado con los
niveles de mujeres fértiles (*p<0.05, test de Student).
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Supresion de la respuesta alogénica inducida por RANTES

Un embarazo exitoso induce el desarrollo de FB del CML con niveles séricos
que aumentan con los sucesivos embarazos (41-43). La presencia de bajos niveles
de RANTES en el suero de mujeres con ARE comparado con los niveles de
mujeres fértiles, nos impulsé a investigar si esta quimioquina puede actuar como
un FB del CML. Se encontré6 una correlacion entre los niveles de actividad
bloqueante y los niveles de RANTES en el suero de mujeres con ARE y fértiles
(p<0.05). Para investigar el papel de RANTES durante el curso de una respuesta
alogénica normal, células MNT de individuos normales se cultivaron durante 5
dias en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de RANTES
recombinante (rRANTES). Como se observa en la Figura 11A, concentraciones de
rRANTES de 30 y 60 pg/ml inhibieron significativamente la respuesta materna
proliferativa de células T (69% y 93% de inhibicién respectivamente *p<0.05, test
de Student). Reportes previos por Taub et al (130) mostraron que RANTES era
capaz de estimular la proliferacion en sistemas policlonales utilizando Ac. anti-
CD3 o PMA. Asi, se reporté que las concentraciones 6ptimas para RANTES era de
10 a 100 ng/ml, por ello se realizo0 un CML control utilizando 10 ng/ml de
rRANTES. En la Figura 11A no se evidencia una supresion significativa del CML
en presencia de 10 ng/ml, mientras que si ocurre cuando se adiciona 1 ng/ml,
sugiriendo que en el modelo alogénico, concentraciones menores son supresoras

de la proliferacion T.
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Figura 11: RANTES inhibe la respuesta alogénica materna en forma dosis-
dependiente. Células MNT respondedoras de individuos sanos (1x105 células/ml) y
células estimuladoras tratadas con mitomicina (1x10S células/ml) se cocultivaron en una
placa de 96 pocillos en presencia de rRANTES. Luego de 5 dias, se adicion6é [3H|TdR por
18 hs y su incorporaciéon se determiné utilizando un contador de centelleo liquido B. Los
resultados representan las cpm + SEM de las determinaciones realizadas por triplicado y
son representativos de 3 experimientos realizados independientemente utilizando
diferentes combinaciones alogénicas. (A) Inhibicion por rRANTES en un rango de 0 a 10
ng/ml. Alcanzando 69% y 93% de inhibicion con 30 y 60 pg/ml respectivamente
(*p<0.05 test de Student). (B) Inhibicion por rRANTES (60 pg/ml) a lo largo de la
respuesta alogénica normal.
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A fin de excluir un pico de proliferacion temprana inducido por bajas
concentraciones de RANTES, se realiz6 una cinética del CML en presencia y en
ausencia de RANTES. Como puede observarse en la Figura 11B, la adicion de
rRANTES induce cambios en la cinética del CML, observandose la supresion de la
respuesta proliferativa del quinto dia.

A fin de estudiar la especificidad de la inhibiciéon de la respuesta alogénica
inducida por RANTES, se agregé a los cultivos celulares Ac. anti-RANTES
neutralizante. Este Ac. suprimié la inhibicion del CML inducida por esta
quimioquina (*p<0.05, test de Student) (Figura 12). Mas aun, cuando los
linfocitos aloreactivos fueron pre incubados con un suero conteniendo FB junto
con el Ac. anti-RANTES neutralizante, se evidencié una reversion parcial de la
inhibicién del CML, sugiriendo que RANTES podria ser un importante FB en el
contexto de la respuesta alogénica. Por otro lado, el Ac. anti-RANTES no fue
capaz de aumentar la incorporaciéon de timidina tritiada cuando las células
fueron pre incubadas con un suero sin FB. Este hallazgo apoya la observacion de
que la disminucién de FB del CML en pacientes con ARE podria asociarse con los
reducidos niveles de RANTES. El conjunto de estos resultados indican un
potencial papel de RANTES como inhibidor de la respuesta alogénica, sugiriendo

que esta quimioquina seria un FB del CML.
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Figura 12: El Ac. neutralizante anti-RANTES previene la supresion de la respuesta
alogénica causada por RANTES. Células respondedoras de individuos sanos (1x10S
células/ml) y estimuladoras tratadas con mitomicina (1x105 células/ml) se cocultivaron
en presencia/ausencia de RANTES y/o su Ac. especifico. Luego de 5 dias de cultivo se
adiciné [PH|TdR durante 18 hs y determiné su incorporacion utilizando un contador de
centelleo liquido . Los resultados se expresan como la media + DS de 3 experimentos
independientes. El tratamiento con anti-RANTES previene la inhibicién del CML inducida
por RANTES y por el el suero con FB del CML (*p<0.05 test de Student, para ambos
casos).

Mecanismos involucrados en la moodulacién de la respuesta alogénica de

células T inducida por RANTES

Con el objeto de profundizar en los mecanismos moleculares y celulares
involucrados en la inhibicion de la respuesta alogénica inducida por RANTES, se
cultivaron linfocitos aloreativos en presencia y en ausencia RANTES y se
procesaron para la deteccion de apoptosis. A distintos tiempos de
aloestimulacion, 0, 24, 48 y 72 hs, se realiz6 la tinciéon con IP, la cual revelé un
incremento en el contenido subdiploide de ADN de los linfocitos aloreactivos
(Figura 13A, cinética). En la Figura 13B se muestran los histogramas
correspondientes a los diferentes periodos de tiempo del CML. Los linfocitos

aloreactivos cultivados en presencia de RANTES y del Ac. anti-RANTES durante
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0, 24, 48 y 72 hs disminuyeron los niveles subdiploides de ADN, previniendo de
esta forma la apoptosis inducida por RANTES. Es mas, los porcentajes del
contenido de ADN en presencia del Ac. anti-RANTES fueron significativamente
menores que los porcentajes obtenidos en medio, sugiriendo que el Ac. es capaz

ademas de neutralizar el RANTES endégeno (Figura 13A).
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Figura 13: RANTES induce apoptosis de células CD45R0"* luego de la estimulacion
antigenica. Células respondedoras y células estimuladoras se cocultivaron en presencia
de RANTES (60 pg/ml) y a los periodos indicados se analiz6 el porcentaje de apoptosis.
(A) Contenido de ADN subdiploide medido por tincion con IP en el curso de una
respuesta alogénica normal en ausencia/presencia de RANTES y con Ac. anti-RANTES.
(B) Cinética del contenido subdiploide a ADN segun la incorporacion de IP durante la
respuesta alogénica.
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En busqueda de un potencial mecanismo autoregulatorio, se investigo la
suceptibilidad de células aloreactivas CD45R0* a la apoptosis inducida por
RANTES. Se realizé6 una tincion triple con anexina-V, con el Ac. anti-CD45R0 y
con IP. Como se puede observar en la Figura 14 (panel superior}, los linfocitos
aloreactivos CD45R0* luego de 5 dias de cultivo mostraron un cambio de un 51%
en las células tenidas con IP y anexina-V (93% con RANTES - 42% sin RANTES =
51%).

Nuestros resultados indican que RANTES seria entonces un FB del CML, que
induciria apoptosis durante la respuesta alogénica normal. Se explor6 también
como sueros con o sin FB del CML pueden inducir apoptosis y se examiné si la
actividad bloqueante puede atribuirse al efecto apoptotico de RANTES. Como se
muestra claramente en la Figura 14 (panel central), los linfocitos aloreactivos
cultivados en presencia de un suero conteniendo FB mostraron un 55% de
apoptosis temprana y tardia vs solo 31.4% en linfocitos aloreactivos cultivados
en presencia de un suero sin actividad bloqueante (Figura 14, panel inferior). El
conjunto de estos resultados sugiere que RANTES inhibe la respuesta alogénica
en forma dependiente de la dosis y a través de la induccién de la apoptosis de
células T. Finalmente, los sueros conteniendo FB presentan mayores niveles de

RANTES e inducen apoptosis de linfocitos aloreactivos dependiente de RANTES.
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Figure 14: Apoptosis inducida por RANTES durante la respuesta alogénica materna.
Células aloreactivas fueron preincubadas en ausencia (panel izquierdo) o presencia
(panel derecho) de RANTES con medio (panel superior), suero con FB (panel central) y
suero sin actividad bloqueante (panel inferior). El porcentaje de células apoptoticas se
obtuvo dentro de la ventana de trabajo correspondiente a cé€lulas CD45R0*
electronicamente seleccionada. Los resultados son representativos de 3 experimentos
independientes utilizando diferentes individuos sanos. Los porcentajes corresponden a
las células dobles positivas o positivas para anexina-V.

Mecanismos moleculares involucrados en la apoptosis inducida por RANTES

en linfocitos T aloreactivos

Del mismo modo que se estudio la inhibicion de la respuesta alogénica
normal inducida por Gal-1, se estudi6 la supresion del CML inducida por
RANTES a través de la modulacion de Bcl-2 (110). Como se describié previamente
en presencia de medio, la expresion de Bcl-2 alcanza el maximo nivel a las 24 hs
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de la aloestimulacion y permanece estable hasta las 72 hs. En cambio, cuando
RANTES se agrega al inicio del cultivo, la expresion de Bcl-2 decrece dentro de las
primeras 24 hs de aloestimulacion (Figura 15A). Los perfiles inmunoreactivos se
muestran en la Figura 15B y son consistentes con la cinética de apoptosis
observada en las Figuras 13A y 13B. Estos resultados sugieren que RANTES

genera senales intracelulares inhibitorias a través de un camino dependiente de

Bcl-2.
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Figure 15: RANTES modula la expresion de Bcl-2 en el curso de una respuesta
aloinmune. Células respondedoras y estimuladoras se cocultivaron en ausencia o en
presencia de RANTES (60 pg pg/ml) durante los periodos de tiempo indicados. Las
células fueron cosechadas y lisadas en presencia de inhibidores de proteasas. Las
bandas proteicas inmunoreactivas se semi-cuantificaron por densitometria y se expresan
como unidades arbitrarias relativas (UA). (A) Analisis de la cinética de expresion de Bcl-
2 en el curso de una respuesta alogénica normal en ausencia o presencia de RANTES. (B)
Ensayo de Western Blot representativo de los cultivos alogénicos en presencia (panel
superior) o ausencia (panel inferior) de RANTES. Los resultados fueron representativos
de 3 experimentos independientes utilizando diferentes dadores sanos.
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Ademas, se examiné como ZVAD-fmk es capaz de revertir el bloqueo de la
proliferacion disparado por RANTES. Como se muestra en Figura 16A, la adicion
de ZVAD-fmk al inicio del cultivo induce solamente una leve reversion del efecto
supresor de RANTES (*p<0.05, test de Student), sugiriendo la posibilidad de que
estén involucrados mecanismos independientes de caspasas en la inhibicién de la
respuesta alogénica inducida por RANTES. Asimismo, la adiciéon de ZVAD-fmk no
afecta la proliferaciéon celular en ausencia de RANTES.

Se estudidé también el efecto de RANTES sobre la modulaciéon de la expresion
de Fas (CD95) de superficie a diferentes periodos de tiempo durante el CML por
citometria de flujo. Las células no viables y las células granulares pequenas
(células estimuladoras del CML) se excluyeron del analisis. Como se describe en
la Figura 16B, la expresion de superficie de Fas no mostré diferencias
significativas entre los linfocitos aloreactivos cultivados en presencia o en
ausencia de RANTES, alcanzando ambos 93% de expresion de CD935 luego de 72
hs de cultivo. Este resultado sugiere que la expresion de CD95 no aumenta

durante la apoptosis inducida por RANTES.
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Figura 16: (A) Participacion de caspasas en la supresién inducida por RANTES.
Células respondedoras y estimuladoras se cocultivaron con RANTES en presencia o
ausencia de 50 uM ZVAD-fmk. Luego de 5 dias de cultivo se adiciné [BH|TdR durante 18
hs y determiné su incorporacion utlilizando un contador de centelleo liquido B. Los
resultados se expresan como la media + DS de 3 experimentos independientes.(*p<0.05
test de Student, para ambos casos). B) Modulacion de la expresion de Fas (CD95)
luego del tratamiento con RANTES. Leucocitos aloreactivos a las 24, 48 y 72hs de
cultivo se marcaron con anti-CD95 PE en superficie. Se muestran los porcentajes de

células positivas a los distintos tiempos estudiados, en presencia y en ausencia de
RANTES (60 pg/ml).
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DISCUSION

En esta seccidon se valido el papel inmunoregulatorio de RANTES en el
curso de una respuesta alogénica T y su potencial utilizacion como marcador de
un embarazo exitoso. La induccion de tolerancia de linfocitos aloreactivos
inducida por RANTES claramente sugiere un mecanismo natural que puede
extenderse a la sobrevida del semi-injerto fetal. En este sentido, es interesante
mencionar recientes aportes en un modelo murino en el cual RANTES
participaria en la induccioén de tolerancia periférica (61).

Uno de los hallazgos mas relevantes de esta investigacion es indudablemente
la habilidad de RANTES para suprimir la respuesta alogénica, evidenciada en el
modelo in vitro del CML. Previamente se ha demostrado que la aloinmunizacion
en simios aumenta significativamente las concentraciones de factores supresores
derivados de linfocitos CD8, los cuales son capaces de inhibir la infecciéon por VIH
y VIS (131-133). Consistentemente con estos resultados, las inmunizaciones de
simios con antigenos de VIH o VIS aumentan significativamente los niveles de
RANTES, MIP-1a y MIP-18, los cuales estan asociados con la protecciéon contra el
desafio con VIS (133).

Los disminuidos niveles de RANTES en el suero de mujeres con ARE y en
mujeres sin embarazos a término con respecto a mujeres fértiles, nos permite
especular que el desafio a aloantigenos debe ser suficiente como para inducir la
produccion de RANTES.

Dado que RANTES funcionaria como un FB del CML, también se exploraron
los mecanismos moleculares implicados en la inmunosupresiéon mediada por
RANTES. Esta B-quimioquina induce apoptosis de una proporciéon de células T

activadas y su susceptibilidad a la muerte celular aumenta significativamente en
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el curso de una respuesta alogénica, evidenciandose una modulaciéon de la
expresion de la proteina Bcl-2 y en el grado del contenido subdiploide de ADN. El
hecho de que el suero conteniendo FB sea capaz de inducir porcentajes de
apoptosis mayores comparados con los obtenidos con sueros sin actividad
bloqueante, apoyan la idea de que RANTES podria actuar como uno de los FB
activos capaz de inducir apoptosis. Asimismo, los bajos porcentajes de apoptosis
encontrados en presencia de un suero sin FB con respecto a el porcentaje
obtenido en medio solamente, podria explicar, al menos, en parte el efecto
“estimulador” del CML observado en pacientes con ARE. Este efecto fue definido
como la potenciacion de la respuesta alogénica en presencia de sueros de
pacientes con ARE y que carecen de FB.

Varios estimulos apoptéticos inducen sefiales de muerte a través del
reclutamiento de caspasas (121,134), mientras que otros son independientes de
las mismas (111,112). En este sentido, Mellado et al reportaron un mecanismo
dependiente de quimioquina, por el cual células tumorales de melanoma escapan
de la respuesta inmune. La produccion de RANTES por linfocitos infiltrantes
CD8* activan caminos apoptéticos que involucran la liberaciéon al citosol del
citocromo ¢ mitocondrial y la activacion de las caspasas 9 y 3 (135). Bajo las
condiciones experimentales descriptas, el tratamiento con el inhibidor de
caspasas revierte levemente la inhibicibn de la proliferacion causada por
RANTES, sugiriendo que esta B-quimioquina media sefiales de muerte celular por
mecanismos independientes de caspasas. La habilidad de RANTES para
disminuir las respuestas T sugieren que esta quimioquina tendria un papel

relevante el la induccion de la tolerancia materno-fetal y potencialmente podria
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utilizarse para prevenir abortos recurrentes. Sin embargo se requieren mas

estudios para ensayar las aplicaciones clinicas de los presentes resultados.
Investigar los mecanismos moleculares que permiten la tolerancia y la

homestasis contribuirian a delinear nuevas estrategias terapéuticas para prevenir

los abortos recurrentes de causa inmunolégica.
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Interaccion entre Galectina-1 y RANTES

Las galectinas y las quimioquinas tienen varias caracteristicas en comun.
Al igual que las quimioquinas, las galectinas exhiben actividad quimiotractante y
se unen a proteoglicanos. Finalmente, tanto las galectinas como las quimioquinas
se las encuentra abundantemente en el citosol y son liberadas cuando las células
son estimuladas (124).

Los resultados expuestos en las anteriores secciones, demuestran que Gal-
1 y RANTES son capaces de suprimir la respuesta alogénica especificamente ya
que este efecto puede revertirse utilizando los correspondientes Acs.
neutralizantes (Figuras 17A y 17B). Ademas, como se demostré previamente,
ambas proteinas suprimen la respuesta alogénica induciendo apoptosis de
células CD45R0O a través de mecanismos dependientes e independientes de

caspasas y de la modulaciéon de Bcl-2.
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Figura 17. RANTES y Gal-1 inhiben la respuesta alogénica normal y este efecto
puede revertirse con Acs. especificos. Células respondedoras y estimuladoras se
cocultivaron en ausencia o presencia de (A) RANTES y anti-RANTES especifico (B) Gal-1
y anti-Gal-1 especifico (1:100). Luego de 5 dias de cultivo se adicioné [BH|TdR durante 18
hs y determindé su incorporacion utilizando un contador de centelleo liquido B. Los
resultados se expresan como la media + SD de 3 experimentos independientes utilizando
diferentes dadores y combinaciones alogénicas.
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Estas semejanzas condujeron a estudiar la existencia de interacciones
entre Gal-1 y RANTES. Para ello se examiné la expresion de Gal-1 por Western
Blot durante el curso de una respuesta alogénica normal en presencia de
RANTES exégeno. Como puede verse en la Figura 18A, RANTES fue capaz de
inducir un aumento en la expresion de Gal-1 en forma dependiente del tiempo de
aloestimulacion en comparacion con los niveles obtenidos en ausencia de
RANTES. En la Figura 18B se muestran las bandas inmunoreactivas de un
experimento representativo.

Evidencias recientes (136) demuestran que la expresion de Gal-1 esta
regulada positivamente por el Factor de activacion nuclear NFkB, por ello se
estudié su participacién en el aumento de la expresion generada por RANTES.
Asi, las células aloreactivos se cultivaron en presencia de RANTES y de
Sulfasalecina (inhibidor especifico de NFxB) durante una respuesta alogénica
normal. Esta droga fue capaz inhibir casi totalmente la expresion de Gal-1 aiin en
presencia de RANTES exégeno, sugiriendo que en la inducciéon de Gal-1 por
RANTES, NFxB tendria un rol activo (Figura 18A y 18C). A las 48 hs de
aloestimulacion pudo detectarse una minima expresion de Gal-1 para luego
desaparecer totalmente, lo que coincidiria con la maxima expresion observada en

presencia de RANTES.
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Figura 18: Produccion de Gal-1 durante la respuesta alogénica normal en ausencia
y en presencia de RANTES y de Sulfasalacina.

Células respondedoras (1x105 células/ml) y estimuladoras pre tratadas con mitomicina
(1x10s células/ml) se cocultivaron y recolectaron a los periodos de tiempo indicados. Las
células fueron cosechadas y lisadas en presencia de inhibidores de proteasas. (A) Las
bandas proteicas inmunoreactivas se semi-cuantificaron por densitometria y se expresan
como unidades arbitrarias relativas (UA). (B) Bandas inmunoreactivas obtenidas en
presencia/ausencia de RANTES (60pg/ml) a lo largo de una respuesta alogénica normal.
(C) Bandas inmunoreactivas obtenidas en presencia de RANTES (60pg/ml) y adicionando
o no Sulfasalacina (0.5M) a lo largo de una respuesta alogénica normal.

Seguidamente se estudié la modulacion de RANTES inducida por Gal-1. Se
midieron los niveles de expresiéon de RANTES en la membrana de células
CD45R0* aloestimuladas en presencia de Gal-1. Ademas se cuantificaron los
niveles de RANTES por ELISA en los sobrenadantes recolectados a los mismos
tiempos de alocultivo. Como Gal-1 induce apoptosis durante la respuesta
alogénica, el analisis se realizd en la ventana de trabajo correspondiente a las
células CD45R0O que estaban vivas. Como se observa en la Figura 19A la
expresion de RANTES en la membrana celular aumenté un 12% en presencia de
Gal-1 al compararse con la expresion en ausencia de Gal-1, mientras que la
expresion intracitoplasmatica no sufri6 cambios, luego de S dias de
aloestimulacion (Figura 19B). Posteriormente se cuantificaron los niveles de
RANTES por ELISA en sobrenadantes obtenidos a las 0, 24 hs, 48 hs, 72 hsy 5
dias de una respuesta alogénica normal. Como se describe en la Figura 19C,
solamente a las 24 hs de aloestimulacion se observa un aumento en la secrecion
de RANTES aunque el mismo no llega a ser estadisticamente significativo.

El conjunto de estos resultados sugieren que Gal-1 y RANTES no
solamente presentan caracteristicas en comun sino que también comparten
mecanismos efectores. RANTES fue capaz de aumentar la expresion de Gal-1, asi

como Gal-1 fue capaz de aumentar la expresion de RANTES en la membrana de
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leucocitos activados. Sin embargo para determinar si ambas proteinas tienen
efectos sinérgicos o bien representan mecanismos redundantes para mantener la
homeostasis de la respuesta inmune, deben desarrollarse experimentos
adicionales. Asi podra evidenciarse funcionalmente el efecto de ambas moléculas
y las posibles interacciones positivas y/o negativas entre las mismas.
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Figura 19. Gal-1 aumenta la expresion de RANTES en la membrana de células
CD45R0+, pero no la expresion intracitoplasmitica o la secrecion durante la
respuesta alogémnica mnormal. Células respondedoras y estimuladoras de dadores
normales se cocultivaron en ausencia o presencia de Gal-1. Al quinto dia de cultivo las
células se marcaron con (A) anti-RANTES indirectamente, utilizando un 2do. Ac. anti-
IgG1 conjugado con FITC y posteriormente con anti-CD45R0 conjugado con PE. En (B)
para detectar la expresion intracitoplasmatica, las células se fijaron, permeabilizaron y
marcaron con el Ac anti-RANTES y posteriormente con el 2do. Ac. anti-IgG1 conjugado
con FITC. Finalmente se realizdo la marcacion de superficie con el Ac. anti-CD45R0O
conjugado con PE. En (C) se muestra la cinética de secrecion de RANTES en los
sobrenadantes obtenidos en los tiempos indicados durante una respuesta alogénica
normal. Los resultados son representativos de 2 experimentos realizados
independientemente.
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PRIMERA PARTE:

CD69 como marcador de ARE: expresion intracelular en linfocitos T

endometriales y de sangre periférica.

Los leucocitos presentes en el endometrio humano tienen distintas
caracteristicas a lo largo del ciclo menstrual. Asi, los linfocitos CD3* predominan
en la fase proliferativa y secretoria temprana del ciclo menstrual, mientras que
los linfocitos granulares endometriales (LGE) constituyen la poblaciéon mas
abundante en la fase secretoria tardia y durante el primer trimestre del embarazo
(137,138). Una caracteristica diferencial tanto de los linfocitos CD3* como de
células LGE infiltrantes del endometrio humano, es la expresion del marcador de
activacion temprano CD69 (59,60,139). Esta glicoproteina se sintetiza y se
expresa en la superficie de linfocitos T y B activado, asi como en células NK
(140). Si bien CD69 es uno de los marcadores de activacion que se expresa mas
tempranamente, los datos reportados en leucocitos endometriales son algunas
veces contradictorios. Algunos reportes indican que mas del 85% de los
linfocitos CD3* co-expresan CD69 (318,139), mientras que otros muestran que
las células T endometriales no co-expresan CD69, aunque pueden adquirirla
luego de realizar procedimientos de purificacién celular in vitro (59,60). Por otra
parte, si bien varios estudios intentaron encontrar una asociacion de la expresion
de CD69 en células T con otros marcadores de activacion tempranos, como CD25
o0 CD71 durante el ciclo menstrual, esto no pudo lograrse (60,141). Estas
observaciones, condujeron a la hipoétesis que la expresiéon de CD69 en sitios
inmunolégicamente privilegiados, como el utero, se asociaria con una funcién

inmunoregulatoria aun desconocida.
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Mediante inmunohistoquimica fue demostrado un aumento en las células
CD69+ de deciduas provenientes de abortos recurrentes, respecto a deciduas
normales provenientes de abortos provocados durante el primer trimestre de
embarazo (8,60). Sin embargo, debido a la respuesta inflamatoria generada,
resulta muy dificil caracterizar poblaciones leucocitarias luego de sufrir un aborto
recurrente.

En la presente seccion se estudido la expresion del marcador CD69 en la
superficie y en el citoplasma de linfocitos T endometriales en condiciones pre-

implantatorias de pacientes con ARE y en mujeres fértiles.

Pacientes incluidas en el presente estudio

Pacientes con ARE: 12 pacientes que sufrieron 3 o0 mas abortos consecutivos
antes de las 16 semanas de gestacion. Asimismo, estas pacientes cumplian con

los requisitos detallados en el Capitulo 1.

Grupo control: 10 mujeres fértiles con 2 0 mas embarazos a término sin pérdida

de ningin embarazo en su historia clinica.

A todas las mujeres participantes del estudio se les realizé una biopsia de
endometrio durante la fase secretoria del ciclo menstrual, entre los dias 17 y 26
(media 21.6 dias), considerando un ciclo regular normal de 28 dias de duracion.
Para cada paciente se le realizd asimismo, dosaje de estrogenos y progesterona
en el momento de obtencion de la biopsia, a fin de confirmar la presencia de la

fase lGtea tardia del endometrio.
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Expresion de CD69 en linfocitos T endometriales y de sangre periférica en

pacientes con ARE y en mujeres fértiles

Inicialmente se estudido la expresion de CD69 en la superficie de células
endometriales CD3* por citometria de flujo. En todas las muestras estudiadas, la
expresion de CD69 fue inferior al 5%. En forma similar a los resultados obtenidos
en endometrio, los linfocitos T de sangre periférica mujeres con ARE y fértiles no
mostraron diferencias significativas en la expresion de CD69 en la superficie
celular (5.4%+2.3% vs 2.5%+1.5%).

Seguidamente se analizdé la expresion intracelular de CD69 en células T
endometriales provenientes de pacientes con ARE y de mujeres fértiles. Como se
muestra en la Figura 1A, la frecuencia de células T CD69 positivas resultod
significativamente mayor en mujeres con ARE en comparacién con mujeres
fértiles (68.2+12% vs 23.7+22%, **p<0.001, test de Student). Similarmente, los
linfocitos T de sangre periférica de pacientes con ARE mostraron un aumento
significativo en la expresion intracelular de CD69 comparado con los porcentajes
obtenidos para mujeres fértiles (20+9,5% vs 2,1+3,8%, *p<0.005 test de Student,
Figura 1B). En Ias Figuras 1C y 1D se muestran ejemplos representativos de las
marcaciones mencionadas.

Los presentes resultados muestran claramente, a través de la marcaciéon
intracelular de células T, que la expresion de CD69 se encontraba completamente
restricta al compartimiento intracelular, identificando de este modo una

poblacion linfocitaria caracteristica en pacientes con ARE.
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Figura 1: Frecuencia de células T CD3*CD69+ en endometrio y sangre periférica de
pacientes con ARE y de mujeres fértiles. Se determiné la expresion intracelular de
CD69 en pacientes con ARE y en mujeres fértiles en células T obtenidas de biopsias de
endometrio (A) o de sangre periférica (células MNT) (B). Las células endometriales y MNT
fueron marcadas con un Ac. anti-CD3 conjudado con PreCP. Posteriormente, las células
fueron fijadas, permeabilizadas y marcadas intracelularmente con un Ac. anti-CD69
conjugado con FITC. Los porcentajes de células CD69* fueron determinados dentro de
una ventana correspondiente a células CD3*, seleccionada electronicamente y se
expresan como la media + DS. El analisis de muestras endometriales incluyoé 12
pacientes con ARE y 10 mujeres fértiles. Las muestras de sangre periférica incluyeron
30 pacientes con ARE y 12 mujeres fértiles. En la figura (C) se muestran graficos de
puntos representativos de las marcaciones en endometrio y en (D) de sangre periférica,
de mujeres fértiles y con ARE. Los numeros indican el porcentaje de células CD3* con
expresion citoplasmatica de CD69.
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A fin de investigar el estado de activaciéon de la subpoblacion CD3*CD69* se
analizo la co-expresion de este marcador con CD25 mediante triples marcaciones.
Todas las pacientes con ARE estudiadas mostraron co-expresion de CD69 y CD25
pero en porcentajes menores al 1%. En la Figura 2, se muestra un ejemplo
representativo.

Los resultados expuestos muestran que la expresion de CD69 en linfocitos
T de sangre periférica y endometriales se restringe al compartimiento intracelular,
sin implicar un estado de activacion celular, dado que no se evidencio co-
expresion con otros marcadores de activacion celular.

Figura 2: Co-expresion de CD69/
3% CD25 en pacientes con ARE. Las
0.2% células MNT de pacientes con ARE
fueron marcadas en superficie con anti-
CD3-PreCP y anti-CD25-PE.
Posteriormente a la fijjacion y
permeabilizaciéon celular, se realizé
marcacién intracelular con anti-CD69 -
FITC. Los nimeros muestran el
porcentaje de células CD69+* y CD25*
dentro de 1la ventana electrénica
correspondiente a células CD3*. El
grifico de puntos corresponde a un
individuo representativo.
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Caracterizacion fenotipica de la poblacion CD3*CD69* en pacientes con ARE

Los linfocitos T, luego de activarse y de recibir las sefnales coestimulatorias
apropiadas, se diferencian a células T efectoras y de memoria. En este momento
de la diferenciaciéon, estas células dejan de expresar la isoforma RA de la
molécula CD45 y expresan la isoforma RO. De acuerdo a la expresion del

receptor de quimioquinas CCR7 y de la molécula CD62L, Sallusto et al. (142) han
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dividido a las células T de memoria en 2 subpoblaciones funcionalmente
distintas: 1) linfocitos T de memoria central (Tmc) y 2) de memoria efectora (Twmg).
Asimismo, la expresion de la selectina L (CD62L) en los linfocitos T virgenes y en
los linfocitos Tmc seria esencial para su migracion a los 6rganos linfaticos
secundarios. De este modo, la subpoblacion Twmc, representaria una poblaciéon T
que reconoci6 al antigeno previamente y que frente a un segundo desafié puede
generar eficientemente una nueva poblacion de células efectoras. Dado que estas
subpoblaciones podrian estar involucradas y eventualmente participar en la
respuesta hacia aloantigenos fetales, se estudié su distribucién en mujeres con
ARE y fértiles.

Como puede observarse en las Figuras 3A y B, las pacientes con ARE
mostraron un aumento significativo de ambas subpoblaciones de memoria,
CD45R0*CD62L- y CD45R0*CD62L*, (* p<0.05, test de Student).

Seguidamente se analizé si la elevada frecuencia de células CD69+*CD3* de
sangre periférica evidenciada en pacientes con ARE, mostraba una distribucién
particular dentro de las subpoblaciones de células de memoria. Para ello se
realiz0 una marcacion de superficie para CD45R0, CD62L o CCR7 y marcaciéon
intracitoplasmatica para CD69. Como se muestra en la Figura 3C, las células
CD69*CD3* de pacientes con ARE mostraron una distribuciéon similar entre
ambas subpoblaciones de memoria T. Mas aun, utilizando marcaciones triples, se
evidencié que la poblacion CD3*CD69* esta representada tanto por linfocitos

CD4* como por CD8* dentro de las células T de memoria (Figura 3D).
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Figura 3: Caracterizacion fenotipica de la subpoblacion CD3*CD69* en mujeres con
ARE. Las células MNT de sangre periférica de mujeres con ARE y fértiles fueron marcads
con anti-CD45R0O-PE y con anti-CD62L-FITC. En (A) se muestra el analisis de la
poblacion CD45R0+*CD62L-y en (B) de la CD45R0*CD62L* en mujeres con ARE v fértiles
(*p<0.05 para ambos analisis, test de Student). Los resultados corresponden a la media +
DS de 12 muestras de mujeres con ARE y 10 de mujeres fértiles. En {C) se analizo la
presencia de CD69 intracelular en las diferentes subpoblaciones de memoria utilizando 2
combinaciones de marcaciones triples. Luego de la marcacion de superficie con un Ac.
anti-CD45R0-PE y con un Ac. anti-CD62L-FITC o con un Ac. anti-CCR7-FITC, las células
se fijjaron, permeabilizaron e incubaron con un Ac. anti-CD69-PreCP. En (D) se muestran
2 combinaciones diferentes de marcaciones triples (CD3,CD69,CD8 y CD3,CD69,CD4).
Los resultados corresponden a la media + DS de S pacientes con ARE.
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Caracterizacion funcional de la poblacion CD3*CD69* en pacientes

con ARE y en mujeres fértiles

Como parte de la caracterizacion funcional de la poblacion CD3+*CD69*, se
investigo el patron de citoquinas producidos por linfocitos de sangre periférica
luego de la estimulacion policlonal. Asi, las células MNT de sangre periférica de
mujeres fértiles y de pacientes con ARE se estimularon con PMA + lonomicina, y
se marcaron para CD3 en superficie y para CD69 e INFy* (como citoquina
representante del patron Th1l) intracitoplasmaticamente.

Luego de la estimulacion policlonal, la mayoria de las células CD3* de
mujeres fértiles expresaron CD69. La producciéon de INFy* se detectd en el 16+5%
de las células CD69*CD3*. En la Figura 4A se muestra un ejemplo
representativo. Dado que la produccion de INFy no se detectd previo a la
estimulacion policlonal, puede asumirse que esta citoquina es producida por
células recientemente activadas. En pacientes con ARE, previo a la estimulacion,
alrededor del 20% de las células resultaron CD3*CD69*, no detectandose en estas
células produccion de IFNy (Figura 4B). Luego de la activacion policlonal un alto
porcentaje de las células T adquierieron la expresion del marcador CD69, si bien,
el naumero de células productoras de INFy* fue menor que el encontrado en
mujeres fértiles (5.6+1%, Figura 4B).

A fin de confirmar que las células T CD69* detectadas antes de realizar la
estimulaciéon policlonal no producen INFy, se aislé dicha poblaciéon selectivamente
a través de citometria de flujo (procedimiento del inglés: “sorting”). Como puede
observarse en la Figura 4C, la estimulacion con PMA + lonomicina de la

poblacién CD3*CD69* purificada no indujo producciéon de INFy.
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Figura 4: Produccion de INFy en células CD3*CD69* de pacientes con ARE y mujeres
fértiles, en reposo y activadas policlonalmente.

Células MNT de pacientes con ARE se marcaron en superficie con un Ac. anti-CD3
PreCP, se fijaron, permeabilizaron y se marcaron intracitoplasmaticamente con un Ac.
anti-CD69 FITC y anti-INFy PE. Los resultados se expresan como los porcentajes de
células productoras INFy dentro de la ventana seleccionada electronicamente para
células CD3+*CD69*. En (A) se muestra un ejemplo representativo de 10 mujeres fértiles y
en (B) de 12 pacientes con ARE. En (C) se muestra la produccion de INFy en células T
CD69* purificadas y posteriormente estimuladas con PMA + Ionomicina.
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Respuesta proliferativa y produccion de citoquinas de la poblacion

CD69'CD3* frente a estimulos inespecificos

Seguidamente se estudié la respuesta proliferativa frente a diferentes
estimulos de la poblacion CD3*CD69* purificada de pacientes con ARE. La
purificacién celular se realizé a partir de células MNT por sorting en presencia de
leupeptina segun se describié en Materiales & Métodos. Las células CD3+*CD69*
obtenidas se sembraron cn presencia de PHA, IL-2 (100 U/ml, concentracion que
induce estimulacién policlonal) o cn presencia de linfocitos tratados con
mitomicina C (estimulo alogénico). Como puedc observarse en la Figura 5, la
poblaciéon CD3*CD69* purificada presenté menor respuesta proliferativa en
respuesta a PHA, IL-2 y al estimulo alogénico en comparacién con la poblacion
CD3*CD69- (*p<0.05, test de Studcent para todas las condiciones).
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Figura 5: La poblacién CD3*CD69* presenta una respuesta proliferativa disminuida
frente a estimulos policlonales y alogémico. Células purificadas CD3+*CD69* y
CD3+*CD69- (1x105 células/ml) se cultivaron en ausencia/presencia de IL-2 (100 U/ml) o
PHA (2 pg/ml). Al mismo tiempo se co-cultivaron células respondedoras CD3+*CD69* o
CD3*CD69- con células estimuladoras (1x105 células/ml) pre tratadas con mitomicina C.
Luego de S dias de cultivo se adicioné [FH|TdR durante 18 hs y determiné su
incorporacion utilizando un contador de centelleo liquido B. Los resultados se expresan
como la media + DS de 2 experimentos independientes de pacientes con ARE .
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Cuando se midieron los niveles de INFy por ELISA en los sobrenadantes
obtenidos bajo los mismos estimulos, la poblacion CD3+*CD69* secretd
significativamente menores niveles de esta citoquina en comparacion con la
poblacion CD3*CD69- (*p<0.05, test de Student para todos las condiciones)
(Figura 6A). En cuanto a los niveles de IL-10, cuantificados por ELISA,
producidos por la poblacién CD3*CD69* o por la poblacion CD3*CD69- frente al
estimulo alogénico, resultaron semejantes. En cambio, en respuesta a PHA la
poblacion CD3*CD69* produjo menores niveles de IL-10 (*p<0.05, test de
Student).

El conjunto de estos resultados sugiere que la poblacion de linfocitos T
CD69* presente en pacientes con ARE es fenotipica y funcionalmente diferente,
permitiendo su utilizacion como marcador para diagnéstico de pacientes con
ARE. Asimismo, su disminuida capacidad para responder a aloantigenos y a
secretar INFy, asi como su habilidad para mantener la produccion de 1L-10, nos
permiten sugerir un posible rol regulatorio para dicha poblaciéon. Sin embargo se
requerira un numero mayor de estudios funcionales para determinar su principal

funcion efectora.
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Figura 6: La poblacion CD3:CD69* presenta una disminucion en la produccion de
INFy e IL-10 en respuesta a estimulos policlonales, pero responde diferencialmente
al estimulo alogénico. Células purificadas CD3+*CD69* y CD3*CD69- (1x105 células/ml)
se cultivaron en ausencia y en presencia de IL-2 (100 U/ml) o de PHA (2 pg/ml). Al
mismo tiempo se co-cultivaron células respondedoras CD3*CD69+ o CD3+*CD69- y
estimuladoras (1x105 células/ml) pre tratadas con mitomicina C. Luego de 72 horas de
cultivo se recogieron los sobrenadantes y se cuantificé la secrecion de INFy (A) y de IL-10
(B) por la técnica de ELISA. Los resultados corresponden a un experimento
representativo de pacientes con ARE y se expresa como la media en pg/ml.
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Cinética de la poblaciéon CD3+CD69* intracitoplasmético durante

la respuesta alogénica

Una vez caracterizada la poblacion CD3+*CD69* funcional y fenotipicamente
se evalué su modulacién en el curso de una respuesta aloinmune. En un CML de
parejas con ARE se co-cultivaron las células MNT de los integrantes de la pareja
con total disparidad en los alelos HLA durante 72 horas. A las 0, 24, 48 y 72 hs
de cultivo se recuperaron los células aloestimuladas y se realizé6 marcacion de
superficie para CD3 e intracitoplasmatica para CD69. Al mismo tiempo, se realizé
una marcacion para estudiar la modulacion de la expresion de CD69 en la
superficie de linfocitos T. Como se describe en la Figura 7, la molécula CD69
intracitoplasmatica estuvo presente desde el inicio del alocultivo y disminuy6
significativamente en forma dependiente del tiempo, desapareciendo su expresion
a las 72 horas del CML. En cambio, la expresion de CD69 de membrana aumenté
durante el curso de la respuesta alogénica, alcanzando su maxima expresion a
las 48-72 horas de aloestimulacion.

La presente cinética también se realiz6 utilizando dadores normales. En
estos casos, la expresion de CD69 intracitoplasmatica no se detecté en ninguno
de los tiempos estudiados (0, 24, 48, 72 horas). Sin embrago la expresion de
CD69 en la membrana de linfocitos T fue similar a la observada en pacientes con
ARE (dato no mostrado). Estos resultados sugieren una vez mas, que la molécula
CD69 expresada en la membrana celular se comportaria como un marcador de
activaciéon, a diferencia de la expresion intracitoplasmatica cuya funciéon debera
aun ser dilucidada. La caracteristica de las pacientes con ARE de disminuir la
expresion intracitoplasmatica de CD69 de los linfocitos T durante la respuesta

alogénica in vitro permite sugerir que un aumento de la poblacion CD3*CD69* en
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pacientes con ARE podria originarse en alguna falla en el aloreconocimiento

materno in vivo, cuya implicancia funcional espera aun ser dilucidada.
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Figura 7: Disminucién de la expresion intracitoplasmatica y aumento de la
expresion en superficie de la molécula CD69 en linfocitos T durante la respuesta
alogénica. Células respondedoras (1x105 células/ml) y estimuladoras pre-tratadas con
mitomicina C (1x103 células/ml) se co-cultivaron y a distintos tiempos (0, 24, 48 y 72
horas) y se realizé la marcacion de superficie con un Ac. anti-CD3 PE y con un Ac. anti-
CD69 FITC para estudiar su expresion en superficie o intracitoplasmatica. Los
resultados se expresan como el porcentaje de expresion de CD69 en linfocitos T y se
muestra un ejemplo representativo de 2 alocultivos realizados de pacientes con ARE.

Modulacion de la expresion de CD69 por inhibidores de proteasas

Como se describi6 en las secciones previas, las pacientes con ARE
mostraron un aumento significativo en la expresion intracelular del marcador
CD69 asociado con una expresion disminuida en la superficie de linfocitos T.
Para explicar este fenémeno, se considerd la posibilidad que la baja expresion en
la superficie podria involucrar mecanismos de remociéon de la membrana celular,
mediado por proteasas. Asi, se exploro la expresion de CD69 en la superficie de
los linfocitos T de sangre periférica en presencia y en ausencia del inhibidor de

proteasas leupeptina.
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Se observo que la preincubacion de las células durante 1 hora en presencia
de leupeptina se asocia con un aumento significativo de la expresion en
membrana de CD69 (*p<0.05, test de Mann Whitney test) (Figura 8A), sugiriendo
que el mecanismo de remociéon de la molécula mediado por proteasas podria ser

responsable de la baja expresion en linfocitos T (Figura 8B).
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Figura 8: El tratamiento con leupeptina aumenta la expresion de CD69 en la
membrana de linfocitos T. (A) Células MNT de pacientes con ARE se preincubaron 1
hora en presencia/ausencia del inhibidor de proteasas leupeptina. Posteriormente se
marcaron en superficie con un Ac. anti-CD3 PE y con un Ac. anti-CD69 FITC. Los
resultados se expresan como el porcentaje de células dobles positivas (*p<0.05, test de
Mann Whitney). En (B) se muestran ejemplos representativos de perfiles citométricos en
ausencia (histograma superior) y en presencia (histograma inferior) de leupeptina.
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DISCUSION

Varios trabajos previos evidenciaron la expresion del marcador de
activacion CD69 en leucocitos endometriales (138,139). Por el contrario, un
estudio reciente realizado in situ mostré que los linfocitos endometriales no co-
expresan CD69 pero pueden adquirir a la molécula in vitro luego de la
purificacién y cultivo celular (59). Esta aparente contradiccion puede explicarse
por los resultados expuestos en esta seccion, donde la expresion de CD69, tanto
en linfocitos de sangre periférica como en linfocitos endometriales estaa
restringida al compartimiento intracelular. El aumento significativo en la
expresion superficial de CD69 por el tratamiento con leupeptina, podria explicar
un camino por el cual la molécula CD69 se liberaria de la superficie de las
células T y podria reincorporarse a la célula y degradarse en los lisosomas. Este
posible mecanismo explicaria al menos en parte la observacion realizada por
Vassiliadou y Bulmer, quienes asumieron que la expresiéon de CD69 se adquiria

in vitro (59,60).

Este estudio también demuestra que las pacientes con ARE presentan un
aumento significativo en el numero de linfocitos T endometriales que expresan
CD69 intracelularmente. Estas observaciones concuerdan con el elevado numero
de células CD69* detectadas en deciduas provenientes de abortos espontaneos

con respecto a controles normales (60).

El mayor hallazgo del presente trabajo radica en la identificacion de la
poblacion CD3*CD69* en sangre periférica de pacientes con ARE. Como esta
poblacion también se encuentra aumentada en el endometrio de pacientes con

ARE, podria especularse la existencia de una migracion preferencial hacia el
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utero, mediado por receptores especificos.

Trabajos previos han mostrado que CD69 es una glicoproteia de superficie
rapidamente inducible, sintetizada de novo y expresada en linfocitos T luego de la
activaciéon celular (143). Estudios de homologia comparativos en su secuencia
proteica mostraron que CD69 es una proteina de membrana de tipo II con un
dominio de lectina tipo C, que interacciona con carbohidratos y funcionaria como
un receptor transmisor de senales (144). Dado que aun no se ha identificado su
ligando fisiologico, la funciéon de CD69 todavia es incierta. Segun datos de
estudios inmunohistologicos y de citometria de flujo, la expresion de CD69 se
asocio con un estado de activacion. Sin embargo, los resultados aqui presentados
y los expuestos por otros grupos de investigacion no permiten asociar la
expresion de CD69 con otros marcadores de activacion como CD25 o CD71
(60,141). De este modo podria especularse que la expresion de CD69, en una
subpoblacién de células T, se asociaria con funciones regulatorias, como por
ejemplo un receptor para ligandos solubles o asociados a células.
Consecuentemente, el aumento evidenciado en pacientes con ARE no solamente
representaria un marcador util, sino que también indicaria una posible forma de

regular una respuesta inmune no deseada.

A través de triple marcaciones se evidencid que la subpoblacion T
CD3+*CD69* estaba distribuida homogéneamente entre ambas subpoblaciones de
memoria y representada tanto por linfocitos CD4* como por CD8*. Sin embargo,
se detectaron diferencias en la poblacion T CD69* en cuanto a la produccion de
INFy. En mujeres fértiles, la expresion de CD69 (de superficie e intracelular) es

muy baja, pero virtualmente la mayoria de las células T co-expresan CD69 luego
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de la estimulacion policlonal y de ellas un 16% producen INFy*. En cambio, en
las pacientes con ARE aproximadamente un 20% de las células T son CD69*
previamente a la estimulacion policlonal. Luego de la estimulacion, la mayoria de
las células T son inducidas a expresar CD69, pero el porcentaje de células
productoras de INFy* no superdé el 5%. Esto podria deberse a la hipo-reactiva
capacidad de las células CD3+*CD69* de responder frente a diversos estimulos,
asi como a producir citoquinas. Esta observacion resulta particularmente
interesante, dado que recientemente se ha reportado en un modelo murino la
contribucién del INFy a iniciar la neovascularizacién, a modificar la integridad de
la decidua y a inducir la maduraciéon de células NK. De este modo, si bien para
explicar los abortos recurrentes el modelo del desbalace Th1-Th2 es util, al
mismo tiempo resulta muy simplista encasillar las respuestas efectoras, asi como
también la expresion de citoquinas beneficiosas o perjudiciales (14). El INFy,
constituye un claro ejemplo, segun el cual altas dosis de esta citoquina tendrian
un efecto proabortivo, pero bajas dosis son necesarias para lograr la
neovascularizacién y remodelacion tisular durante el proceso de decidualizacion
(145). Actualmente, se estan desarrollando nuevos estudios para dilucidar los
caminos involucrados en la inhibicion de la produccion de INFy en pacientes con

ARE.
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SEGUNDA PARTE:

La expresion de SLAM como un nuevo marcador

de Abortos Recurrentes Espontaneos

La activacion y expansion clonal de células T requiere 2 senales, una de
ellas brindada por la interaccién del receptor T al contactar con el péptido
antigénico especifico y la segunda, brindada por moléculas coestimulatorias
(146-148). Uno de los caminos mas conocidos capaz de aportar la segunda sefial
co-estimulatoria es el que involucra la interaccion entre las moléculas CD28,
expresada en los linfocitos T, y CD80/CD86, expresadas en las células
presentadoras de antigeno (149-151). Sin embargo, se ha demostrado en ratones
deficientes para CD28 que la activacion celular puede ocurrir aun en ausencia de
la coestimulacion CD28-CD80/CD86, indicando asi la existencia de vias
alternativas (152). Una de las moléculas de activacién temprana es la molécula
de activaciéon linfocitaria y senalizacion (SLAM), glicoproteina de membrana
perteneciente a la subfamilia CD2 expresada en linfocitos y células dendriticas
(153). Se ha demostrado que SLAM es un homoligando (153-154). Mas aun,
SLAM activa linfocitos T y B, induciendo la proliferacion de linfocitos CD45R0* de
memoria independientemente de la interaccion con CD28 (153-154). A través de
la interacciéon con SLAM, se generan sefales involucradas en la activacién de
citoquinas, principalmente de INFy, y sefales capaces de redirigir respuestas

efectoras de tipo Th1 hacia ThO o Th2 (153,156-158).

Como se describi6 previamente, las deciduas provenientes de abortos
espontaneos, presentan un elevado infiltrado celular que incluye células LAK, NK

y linfocitos T activados con un patrén de citoquinas tipo Th1l (137-141). Al mismo
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tiempo, se han encontrado elevados niveles de INFy en deciduas provenientes de
pacientes con ARE (10-12). Continuando con nuestro objetivo de encontrar un
marcador diferencial para pacientes con ARE, en la presente seccion se investigé
la expresion de SLAM y de diversas citoquinas en biopsias de pacientes con ARE

y de mujeres fértiles en condiciones pre-implantatorias.

Expresion de SLAM en células endometriales

y en linfocitos de sangre periférica

Se estudié la expresion de SLAM en biopsias de endometrio obtenidas
durante la fase secretoria del ciclo menstrual de pacientes con ARE y de mujeres
fértiles. Las pacientes incluidas en el presente estudio fueron las mismas que las
estudiadas en la primera parte del este capitulo. Las muestras fueron procesadas
y la expresion de SLAM fue detectada por Western Blot. Como puede observarse
en la Figura 9A, cuando se realizd la correspondiente semicuantificacion de las
intensidades de las bandas inmunoreactivas, las biopsias de endometrio de
pacientes con ARE mostraron mayores niveles de expresion de SLAM en
comparacion con los obtenidos de mujeres fértiles (*p>0.05 test de Student). En
la figura 9B se muestran las bandas inmunoreactivas correspondientes a la

expresion de SLAM en mujeres con ARE y fértiles.
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Figura 9: Expresion de SLAM en biopsias de endometrio de mujeres fértiles y con
ARE. Las biopsias endometriales se disgregaron mecanicamente, se obtuvieron los
correspondientes extractos celulares y se detecto la expresion de SLAM por Western Blot.
(A) Las bandas proteicas inmunoreactivas se semi-cuantificaron por densitometria y la
expresion de SLAM se expresan como unidades arbitrarias relativas (UA). (B) Ensayo de
Western blot correspondientes a 8 pacientes con ARE y 8 mujeres fértiles.

Seguidamente, se estudio la expresion de SLAM en linfocitos T de sangre
periférica de mujeres con ARE y fértiles, realizando marcaciones de superficie con
Acs. anti-SLAM y anti-CD3. Como puede observarse en la Figura 10A, las
pacientes con ARE mostraron un aumento significativo de la expresion de SLAM
en sangre periférica en comparacion con los porcentajes obtenidos para mujeres
fértiles (2.13%+1.8% vs 6.9%+4.6, *p<0.005, test de Student). Estos resultados
sugeririan un estado de activacion basal en las pacientes con ARE previo a la

implantacion fetal .
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Asimismo, se realizo la correlacion entre la expresion SLAM y la expresion
intracitoplasmatica CD69 en linfocitos T de sangre periférica. Sin embargo, los

resultados indicaron que no existiria asociacion entre ambos parametros (dato no

mostrado).
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Figura 10: Expresion de SLAM en células T CD3* de sangre periférica de pacientes
con ARE y de mujeres fértiles. Se determino la expresion de SLAM en células T de
sangre periférica de pacientes con ARE y de mujeres fértiles, utilizando Ac. anti SLAM-PE
y Ac. anti-CD3-FITC (A). Los porcentajes de células SLAM* fueron determinados dentro
de una ventana correspondiente a células CD3*, seleccionada electronicamente y se
expresan como la media + DS. El analisis incluyo 17 pacientes con ARE y 10 mujeres
fertiles (*p<0.05, test Student). En la figura (B) se muestran ejemplos representativos de
la expresion de SLAM en linfocitos T de mujeres fértiles y con ARE.

Los resultados obtenidos indicarian que la expresion aumentada de SLAM
podria deberse a la activacion de células del endometrio y de sangre periférica en
pacientes con ARE. Mas aun, la expresion de SLAM en sangre periférica podria

constituir un parametro representativo de la activacion local y sistémica.
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Expresion de citoquinas en endometrio

de pacientes con ARE y de mujeres fértiles

A continuaciéon, se investigd si la expresion diferencial de citoquinas
presentes en condiciones preimplantatorias podrian correlacionarse con la falla
del embarazo. Para tal proposito se estudiaron los niveles de expresion del ARNm
de IL-4, IL-5, IL10, INFy y CD3 por RT-PCR en biopsias de pacientes con ARE y
de mujeres fértiles. Como se muestra en la Figura 11, si bien no se encontraron
diferencias significativas en la expresion de citoquinas asociadas al patron de
citoquinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) entre mujeres con ARE y fértiles, pudo
evidenciarse una tendencia a la expresion aumentada de IL-10 en mujeres
fértiles. En particular, la expresion de IL-4 no se detectd en ninguno de los
grupos estudiados (dato no mostrado). Del mismo modo, tampoco se encontraron
diferencias significativas en la expresion de INFy entre mujeres con ARE y fértiles,
si bien pudo evidenciarse una tendencia aumentada a la expresion de INFy en

mujeres fértiles.

En conjunto, estos resultados sugieren que, en condiciones pre-
implantatorias, el endometrio uterino no expresa un patron de citoquinas
definido, motivo por el cual, la expresion de las citoquinas estudiadas no
constituirian un parametro util para el diagnéstico de ARE. Al mismo tiempo, la
expresion de INFy evidenciada en pacientes con ARE, no constituiria un factor
predisponente para la falla de un embarazo, ya que las mujeres fértiles
presentaron niveles de expresion semejantes o incluso, en algunos casos,

superiores en condiciones preimplantatorias.
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Figura 11: Expresion de ARNm de CD3, IL-5, IL-10 e INFy en endometrio de
pacientes con ARE y de mujeres fértiles. Se obtuvieron 8 biopsias de endometrio
durante la fase secretoria del ciclo menstrual de mujeres fértiles y con ARE. A partir de
las mismas se obtuvo el ARNm y el ADN copia. Posteriormente se realizé la reacciéon de
polimerasa en cadena reversa para CD3, IL-5, IL-10 e INFy utilizando cebadores y
condiciones especificas para cada uno de los genes mencionados. Los productos de PCR
fueron normalizados segin la produccién de B-actina y finalmente se semicuantificaron.
Los resultados obtenidos se expresan en unidades arbitrarias (UA).

Produccién de INFy por linfocitos T endometriales y

de sangre periférica en mujeres con ARE y fértiles

Como se describié en el punto anterior, las células endometriales, en
condiciones preimplantatorias, no mostraron la expresion de un patréon de
citoquinas caracteristico. Sin embargo, en pacientes con ARE se evidencié un
mayor porcentaje de linfocitos T que expresan SLAM. Por tal motivo, se investigo

la producciéon de INFy en linfocitos T infiltrantes del endometrio uterino y de
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sangre periférica. Para ello las células endometriales de mujeres fértiles y con
ARE se estimularon con PMA + lonomicina y se realizé6 marcacién de superficie

para CD3 y marcacidn intracitoplamatica para INFy.

En pacientes con ARE se evidencid0 una disminuciéon significativa en el
porcentaje de linfocitos T endometriales productores de INFy con respecto a
mujeres fértiles (12.2%+2.1% y 27.3%+3.3%, *p<0.05 test de Student) (Figura
12A). Del mismo modo, los linfocitos T de sangre periférica también mostraron
un comportamiento semejante, si bien los porcentajes de linfocitos T productores
de INFy fueron menores (7.7%+5.1% y 14.1%+2.4%, *p<0.05, test de Student)
(Figura 12B). En las Figuras 12C y 12D se muestran perfiles citométricos
representativos correspondientes a linfocitos endometriales y de sangre
periférica. Los resultados expuestos sugieren que los linfocitos T de sangre
periférica y endometriales de mujeres fértiles presentan una mayor capacidad de
produccién de INFy en respuesta a la estimulacién policlonal. En cambio, en
pacientes con ARE, el porcentaje de células productoras de INFy resulté menor,
probablemente debido a la presencia de la poblacién CD3+*CD69+, no productora
de INFy. Como puede observarse en la Figura 13A, no se detecté produccion de
IL-4 intracitoplasmatica luego de la estimulaciéon policlonal en mujeres con ARE
ni en mujeres fértiles. Para descartar probables problemas técnicos que impidan
la deteccion de esta citoquina, se realizé la marcacion intracitoplasmatica de IL-4
en células CHO y CHO transfectadas con el gen de IL-4. Como puede observarse
en la Figura 13B la células CHO transfectadas fueron positivas para IL-4 a

diferencia de las células CHO sin transfectar.
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Figura 12: Produccion de INFy en células T CD3* endometriales y de sangre
periférica de pacientes con ARE y de mujeres fértiles. Se determiné la expresion
intracelular de INFy de células T obtenidas de biopsias de endometrio de pacientes con
ARE y mujeres fértiles (A) o de sangre periférica (B). Las células endometriales y MNT
fueron marcadas con Ac. anti-CD3-PreCP, se fijaron, permeabilizaron y marcaron
intracelularmente con Ac. anti-INFy-FITC. Los porcentajes de células productoras de
INFy se expresan como la media + DS. El analisis incluy6é 12 pacientes con ARE y 10
mujeres fértiles (*p<0.05, test Student para ambos analisis). En (C) se muestran graficos
de puntos representativos de las marcaciones en endometrio y en (D) de sangre
periférica. Los numeros indican el porcentaje de células CD3* productoras de INFy.
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Figura 13: Produccion de IL-4 en células T CD3* endometriales de pacientes con
ARE y de mujeres fértiles. (A). Las células endometriales de mujeres con ARE y fértiles
fueron marcadas con Ac. anti-CD3-PreCP, se fijaron, permeabilizaron y marcaron
intracelularmente con Ac. anti-IL-4-PE. En (B) se muestra la expresion de IL-4 en células
CHO y CHO transfectadas con el gen de IL-4, utilizando la misma técnica de marcacion
intracitoplasmatica que en el punto A.
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DISCUSION

Los resultados descriptos sugieren que las pacientes con ARE presentan
un estado de activacion basal a nivel local, previo a la implantaciéon fetal y a la
decidualizaciéon, superior al de mujeres fértiles. También se evidencié a nivel
sistémico un aumento significativo de la expresion de SLAM especificamente en
linfocitos T de mujeres con ARE con respecto a mujeres fértiles. Estos linfocitos
podrian representar clones aloreactivos no “silenciados” que serian deletéreos por
su participacion en el rechazo fetal. La deteccion de células expresando SLAM a
nivel sistémico y local, otorgarian a esta molécula el papel de marcador para el

diagnoéstico de ARE.

El estudio de la expresion de citoquinas por RT-PCR de biopsias de
endometrio reveld, que previamente a la implantacion y decidualizacion, el
endometrio no expresa un patron de citoquinas claramente definido, descartando
la utilidad de las mismas como posibles marcadores en el endometrio durante la
fase secretoria del ciclo menstrual (12,14,35162). Estos hallazgos coinciden con
otros reportes en los cuales se muestra que la principal fuente de IL-4 la
constituye el trofoblasto, o sea que la generaciéon de un patréon de citoquinas Th2
se relacionaria con eventos posteriores a la implantacion del trofoblasto
(12,14,35162).

El hecho de que los linfocitos T endometriales y de sangre periférica de
mujeres fértiles frente a estimulos policlonales aumenten su produccién de INFy
podria relacionarse con su capacidad para favorecer la neovascularizaciéon

necesaria durante el proceso de decidualizacion (145). De este modo, los

linfocitos T de las mujeres fértiles podrian generar un microambiente
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preimplantatorio adecuado favoreciendo la invasion de las células trofoblasticas,
mientras que en mujeres con ARE los cambios inducidos a través de la
producciéon de INFy se verian afectados. Una posible explicacion a la disminuida
produccion de INFy se relacionaria con la presencia de la poblacion
CD3+*CD69inuacitoplasmatica que como se mostroé en la primera parte del presente
capitulo, no solamente no produce INFy sino que ademas presenta un patron de
respuesta diferencial a distintos estimulos en comparaciéon con la poblacién

linfocitaria CD3*CD69-.

Las mujeres con ARE presentan una elevada expresion de SLAM en
linfocitos T de sangre periférica y al mismo tiempo presentan niveles anormales
en la produccion de INFy. Estos resultados preliminares deberian confirmarse
para determinar su verdadera implicancia clinica. Asimismo, actualmente se
continuan las investigaciones para dilucidar la relacion entre SLAM/ producciéon

de INFy.
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Capitulo 3

Inmunoterapia con leucocitos paternos como tratamiento exitoso para

pacientes con Abortos Recurrentes Espontaneos

Estudio de la tasa de éxito y de la modulacion de nuevos marcadores

inmunolégicos maternos en respuesta a la inmunoterapia
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Inmunoterapia para pacientes con ARE

Existen multiples causas para explicar los abortos espontaneos y también
existen multiples propuestas terapéuticas para los mismos. Basandose en la guia
confeccionada por Sociedad Americana de lnmunologia de la Reproduccion se
han establecido dos grandes grupos de tratamientos para pacientes con ARE
segun la necesidad o no de “estimular” el sistema inmune materno para generar
una respuesta inmune materna protectora (50).

Las terapias inmunosupresoras sc recomiendan a mujeres que sufren ARE
atribuidos a la presencia de algun factor autoinmune asociado. Este grupo de
terapias involucra distintos tratamientos con drogas supresoras con €l objeto de
disminuir la generaciéon de autoanticuerpos.

En cambio, en pacientes con ARE sin etiologia autoinmune asociada y que a
pesar de embarazos previos no han generado actividad bloqueante del CML, se ha
sugerido el empleo de terapias inmunoestimuladoras como la inmunoterapia
con inmunoglobulina intravenosa o con leucocitos paternos (50,65,67-70).

Las suposiciones que fundamentan esta forma de inmunoterapia son:

1) Existe una respuesta inmune materna mediada por células hacia antigenos

fetales que debe ser bloqueada.

2) En embarazos exitosos la generaciéon de factores bloqueantes previenen la

respuesta materna mediada por células.

3) En ausencia de factores bloqueantes ocurre una reaccién materna de

rechazo hacia el feto.

Los primeros reportes sobre el empleo de la inmunoterapia para el
tratamiento con ARE son de comienzos de la década del 80, seguidos por un gran

numero de estudios sugiriendo porcentajes de éxito que oscilaban entre 70 a
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entre 70 a 80%. Sin embargo otros grupos han mostrado grandes discrepancias
con estos resultados. Coulan y Clark (41) mostraron que pacientes de un grupo
control sin tratamiento tenian una tasa de éxito del 31% comparando con el 60%
en pacientes que recibieron placebo (solucién salina o leucocitos autélogos),
mientras que Ho et al en una poblacion China étnicamente homogénea,
encontraron que el numero de bebés nacidos no era estadisticamente distinto
entre el grupo control y el grupo inmunizado (164).

Esta variaciéon hace extremadamente dificil comparar los resultados entre
distintos grupos. Asimismo, implica seleccionar cuidadosamente los grupos de
pacientes y controles a ser evaluados, evitando que las distintas variables afecten
significativamente el éxito de la inmunoterapia (165). Entre los factores que
deben ser estandarizados debemos mencionar:

- el nimero de abortos previos

- la edad materna

- presencia de Acs. leucocitotoxicos

- presencia de FB del CML

- namero de pacientes en cada grupo a estudiar

- presencia de fenémenos autoinmunes asociados

La aloinmunizaciobn para el tratamiento de ARE continua siendo
controvertida debido a la falta de ensayos doble ciego al azar que permitan
evaluar su efectividad. En 1996 se realiz6 un meta-analisis colaborativo a nivel
mundial en el que participaron 15 centros de distintos lugares del mundo, el cual
mostrdé que la inmunizacion con leucocitos alogénicos es un tratamiento efectivo
para ARE que incrementa la tasa de embarazo a término en un 8 a 10% en las

parejas afectadas (166). Este fue el primer estudio multicéntrico realizado con los
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parametros mencionados estandarizados y con suficiente cantidad de pacientes
como para un estudio poblacional.

En el presente trabajo se compararon las tasas de nacimientos de pacientes
con ARE con o sin tratamiento con leucocitos paternos. De este modo se reporto
por primera vez la tasa de éxito de un grupo control de pacientes con ARE que no
recibieron inmunoterapia y al mismo tiempo se correlacion6é el éxito del

tratamiento con la generacion de FB del CML.

Pacientes y grupos controles estudiados

Pacientes: se incluyeron 92 parejas con al menos 2 abortos espontaneos
(media 2.6 abortos), con una edad materna media de 34.7 afnos (rango de 26 a
43 anos). De este grupo, 79 nunca tuvieron un embarazo a término (abortadoras
primarias) y 13 tuvieron un hijo previo a los abortos sufridos (abortadoras
secundarias).

Grupos controles: se incluyeron 37 pacientes con ARE que no recibieron
inmunoterpaia con leucocitos paternos. Este grupo presenté una media en el
numero de abortos previos de 3.0 y la edad materna media fue de 32.6 afos
(rango: 24 a 40 anos) (ver Tabla I). Todas las pacientes con ARE siguieron los
requisitos especificados en el Capitulo 1.

Este grupo se dividié en 2 subgrupos segun la presencia o ausencia de FB
del CML, entonces: grupo A) fue representado por 20 pacientes con FB del CML
en el momento del diagnéstico y grupo B) representado por 17 pacientes con
ausencia de FB del CML.

Ambos grupos fueron seleccionados al azar y no mostraron diferencias
significativas en el namero de abortos previos o en la edad materna, cuando se

analizaron estadisticamente por el test de Student.
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Mujeres Inmunizadas | Mujeres no inmunizadas

Rango Media SD Rango Media SD

Edad Materna 26-43 34.7 5.1 24-40 32.6 4.2
(afios)
Namero de 2-5 2.6 0.88 2-4 3 0.73
abortos sufridos

Tabla I: Valores de las medias, rangos y desvios estandares de las mujeres con ARE que
recibieron o no inmunoterapia.

Inmunoterapia con leucocitos paternos como tratamiento exitoso para

pacientes con ARE

En el presente estudio se inmunizaron 92 parejas con ARE: 79 abortadoras
primarias (AP) y 13 secundarias (AS). Cuarenta y cuatro de las PA (56%) lograron
un embarazo luego de la inmunoterapia. Dentro de este grupo 39 de ellas (89%)
tuvieron un embarazo a término o mayor a las 20 semanas de gestacion,
mientras que solamente 5 de ellas (11%) experimentaron un nuevo aborto

espontaneo. En cuanto a las AS, el 78% logré6 un nuevo embarazo y 9 de ellas

(90%) tuvieron un embarazo exitoso. (Tabla II).

Pacientes con ARE

Primarias Secundarias Total
n=79 n=13 n=92

Pacientes con ARE
que lograron un 44 (56%) 10 (78%) 54 (58%))
nuevo embarazo

Embarazos exitosos 39 (89%) 9 (90%) 43 (89%)

Tabla II: Tasa de éxito de pacientes con ARE inmunizadas con leucocitos paternos.
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Generacion de Factores Bloqueantes del CML en respuesta a la

inmunoterapia

La tasa de éxito del grupo en estudio y del grupo control se correlacioné
segun la presencia o ausencia de FB del CML. De las 92 pacientes incluidas en el
estudio se obtuvieron los porcentajes de actividad bloqueante generada luego de
la aloinmunizacion en 87 de ellas. La asociacién entre la inmunoterapia y la
generacion de FB del CML fue altamente significativa (*p=0.0041, test de
Student).

De las 69 pacientes tratadas que desarrollaron FB del CML luego del
tratamiento 40 (56%) lograron un nuevo embarazo de las cuales 35 (87.5%]) lo
concluy6. Las pacientes que no generaron FB del CML tuvieron una tasa de éxito
similar (Tabla III). Durante el seguimiento del grupo de 37 pacientes no
inmunizadas, 17 lograron un nuevo embarazo (46%) y 12 de ellas pudieron
finalizarlo con éxito (71%). Once pacientes del grupo control (55%) con FB del
CML preformados lograron un nuevo embarazo y 8 de ellas (73%) tuvo éxito. Por
otra parte, 6 de las pacientes controles con ausencia de FB del CML (35%)

lograron un embarazo y de ellas 4 (64%) tuvieron éxito (Tabla III).

Pacientes con ARE Grupo Control
sin con Total sin con Total
FB del CML FB del CML n=87* FB del CML FB del CML n=37
n=18 n=69 n=17 n=20

Pacientes
con ARE que 9 (50%) 40 (56%) 49 (56%) 6 (35%) 11 (55%) 17 (46%)
lograron un
embarazo
Embarazos a 8 (89%) 35 (87.5%) 43 (88%) 4 (64%) 8 (73%) 12 (71%)
término

*El total de pacientes con ARE fue 92, pero no se puedo obtener los datos de la actividad
bloqueante de S de ellas.

Tabla III: Tasa de éxito del grupo control y de mujeres con ARE inmunizadas con
leucocitos paternos.
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Dentro del grupo correspondiente de las 44 pacientes AP inmunizadas que
tuvieron €xito se correlacioné la tasa de éxito con el numero de abortos previos
sufridos. Como se describe en la tabla IV la tasa de éxito de las pacientes que
presentaron 2 abortos previos fue de 95.4% en comparaciéon con el 80% obtenido
en el grupo no inmunizado. Del mismo modo, la tasa de éxito para las mujeres
inmunizadas que sufrieron 3 0 mas abortos fue de 81.8% vs 66.6% en €l grupo
control.

Posteriormente, se estudid6 la sobrevida fetal luego de finalizado el
tratamiento en funciéon de la presencia o ausencia de FB del CML. Como se
muestra en la Tabla V, tanto las mujeres inmunizadas que generaron FB del
CML, como las que no lo hicieron, tienen tasas de éxitos y de abortos similares

(82% y 83% respectivamente).

Grupo inmunizado Grupo control
2 abortos 3 o mas 2 abortos 3 o mas
abortos abortos
Embarazos
exitosos 21 18 4 8
Abortos 1 4 1 4
Tasa de éxito 95.4% 81.8% 80% 66.6%

Tabla IV: Tasa de éxito en pacientes abortadoras primarias inmunizadas analizado
segun el numero de abortos sufridos previamente.
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Nacimientos Abortos
n=43* n=6
Presencia de FB 35 (82%) S5(83%)
del CML
Ausencia de FB 8 (19%) 1(17%)
del CML

*El total de nacimientos fue de 48, pero de cinco pacientes no se obtuvo la informacién
correspondiente a la actividad bloqueante del CML.
Tabla V: Relacion entre la generacion de FB del CML y el éxito de la inmunoterapia.

Modulacion de la respuesta alogénica en pacientes que lograron un nuevo

embarazo luego de la inmunoterapia con leucocitos paternos

Como se describid previamente, existen distintos mecanismos en la
interfase materno-fetal para controlar la respuesta celular materna frente a
aloantigenos, es por ello que resulta de interés evaluar como se modifica la
alorespuesta materna en funcion de las sucesivas inmunizaciones.

Con tal motivo se cuantificé la proliferaciéon, en valores absolutos, de los
linfocitos T maternos en respuesta a la estimulacién paterna observada en el
CML. Se obtuvieron basicamente 2 patrones de modulacién de respuesta
alogénica materna (Figura 1).

El primer patrén muestra un aumento tanto en el porcentaje de bloqueo
como en la respuesta alogénica materna con las sucesivas inmunizaciones
recibidas. En el segundo patron la respuesta alogénica disminuye y aumenta el
porcentaje de bloqueo. Como se observa en la Tabla VI, el 60 % de las parejas
mostraron el patron 1 y el 40% restante el patron 2. La inmunizaciéon con
leucocitos paternos genera en el 60% de las mujeres un aumento de la respuesta

alogénica, o sea un aumento de los clones alogénicos.
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Figura 1: Modulacion de la respuesta alogénica materna y de la actividad
bloqueante en pacientes con ARE que lograron un nuevo embarazo luego de la
inmunoterapia. Células MNT respondedoras de mujeres con ARE (1x105 células/ml) y
células estimuladoras paternas tratadas con mitomicina (1x105 células/ml) se
cocultivaron en una placa de 96 pocillos, en presencia y en ausencia del suero materno.
Luego de 5 dias, se adicioné [PH]TdR por 18 hs y su incorporacion se determiné
utilizando un contador de centelleo liquido B. Los resultados representan las cpm + SEM
(valores absolutos) de las determinaciones realizadas por triplicado. Los resultados son
ejemplos representativos de 2 patrones encontrados en 30 parejas estudiadas.

Modificacion de la respuesta N° de pacientes que
Alogénica presentan dicho
fenomeno
Aumento 18 (60 %)
Disminucion 12 (40 %)
Total 30

Tabla VI: Modificacion de la respuesta alogénica absoluta en pacientes con ARE que
lograron un nuevo embarazo, luego de recibir inmunoterapia con leucocitos paternos.
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Posteriormente, se investigd la modulaciéon de la respuesta alogénica de las
pacientes con ARE que tuvieron éxito o que fracasaron luego del tratamiento con
leucocitos paternos. Con tal motivo se cuantifico la respuesta materna a la
estimulacién paterna antes y después de la inmunoterapia. Ademas, para
independizarnos de posibles variables de los CML realizados en distintos tiempos
se compararon los Indices de Respuesta alogénica, obtenidos de la siguiente
forma:
indice de la respuesta alogénica materna:

Media de las cpm de la respuesta alogénica materna/
Media de las cpm respuesta autéloga materna

Como puede observarse en la Figura 2, 18 (72%) de las 25 pacientes con
ARE que tuvieron éxito presentaron un aumento de la respuesta alogénica a
diferencia de las pacientes que sufrieron un nuevo aborto, quienes en solo 2 de 6
(33.3%) se observoé dicho comportamiento. Por el contrario, 6 de 25 (24%)
pacientes que tuvieron éxito presentaron una disminuciéon en los indices de la

respuesta alogénica materna al finalizar la inmunoterapia.
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Figura 2: indices de la respuesta alogénica materna en pacientes con ARE que
tuvieron éxito o fracasaron luego de la inmunoterapia. Células MNT respondedoras
de mujeres con ARE (1x105 células/ml) y células estimuladoras paternas tratadas con
mitomicina (1x105 células/ml) se cocultivaron en una placa de 96 pocillos. Como control
autologo se cocultivaron MNT respondedoras y estimuladoras maternas. Luego de S dias,
se adicion6 [CH|TdR por 18 hs y su incorporacion se determiné utilizando un contador
de centelleo liquido B. Los resultados representan los indices de la respuesta alogénica de
25 mujeres que tuvieron éxito y de 6 que sufrieron un nuevo aborto luego del
tratamiento.

Numero de leucocitos paternos y de inmunizaciones requeridas para la

seroconversion del CML

Un analisis realizado en mujeres con ARE que recibieron células
mononucleares paternas en una sola inyeccion via intradérmica, subcutanea e
intravenosa, mostré que dosis bajas (50-300x10%) o medias (300-500x10°) de
células tienen una tasa de éxito significativamente mayor (57%) que las que
recibieron altas dosis (500-2700x10°) de células (41%) (167).

Estos datos sugieren que existe una dosis Ooptima de células que oscila

entre 100 a 550x10°¢ para inducir una respuesta protectora materna.
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En un grupo de 85 parejas que generaron actividad bloqueante del CML
luego de la inmunoterapia se analiz6 la frecuencia de seroconversion en funcion

del numero de inmunizaciones recibidas (ver Figura 3 y Tabla VII).
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Figura 3: Generacion de actividad bloqueante en funcion de las inmunizaciones
recibidas. En un grupo de 85 parejas con ARE se obtuvo el porcentaje de las mismas
que seroconvirtieron el CML en funcién de las inmunizaciones recibidas.

N° de parejas N° de MNT paternos
inyectadas

5 (5.9%) 1 dosis (80 - 120 109)
15 (17.6%) 2 dosis (160 - 240 109
42 (49.4%) 3 dosis (240 - 360 109)
8 (9.4%) 4 dosis (320 - 480 109)
4 (4.7%) S dosis (400 - 600 109)
8 (9.4%) 6 dosis (480 - 720 109)
1 (1.2%) 7 dosis (560 — 840 109
1 (1.2%) 8 dosis (640 — 960 109)

1 (1.2%) 9 dosis (720 - 108 107)

Tabla VII: Numero de células MNT paternas necesarias para generar bloqueo del CML en
pacientes con ARE.

El 73% de las parejas seroconvirtieron el CML luego de la tercera
inmunizacién que corresponde a recibir 240-360x10¢ linfocitos paternos. Dichos
resultados son concordantes con la dosis 6ptima reportada (167). Por otra parte,

la mayoria de las mujeres inmunizadas fueron capaces de generar actividad
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bloqueante del CML luego de la sexta inmunizaciéon, salvo 3 de 85 pacientes que

requirieron inmunizaciones adicionales.

DISCUSION

El uso de la inmunoterapia con células paternas mononucleares para el
tratamiento de pacientes con ARE, todavia presenta controversias (50,65,67-70).
En el presente estudio se observé un 89% de éxito luego de la inmunoterapia. Si
bien este valor no es diferente significativamente al encontrado en el grupo
control de pacientes con ARE no inmunizadas, la diferencia absoluta entre ambos
grupos es 18%. Esta diferencia es superior a aquellos resultados obtenidos en un
meta-analisis colaborativo internacional (166). Por otra parte, la tasa de éxito en
pacientes con 2 abortos previos es superior a la encontrada en pacientes con 3 o
mas abortos, sin embargo, estas pacientes también pueden favorecerse con la
aloinmunizacion paterna.

Uno de los mayores problemas cuando se estudia el éxito de un
tratamiento es indudablemente la falta de grupos controles sin tratamiento para
su comparacion. Sin embargo, en este trabajo se incluyeron 2 grupos de parejas
que no recibieron inmunizaciéon con leucocitos paternos. El primer grupo no se le
indicé este tipo de terapia, ya que presentaron FB del CML al momento del
diagnéstico y el segundo grupo a pesar de carecer de FB del CML decidieron no
realizar el tratamiento. Como pudo observarse, la tasa de éxito en el primer grupo
fue superior al comparase con el segundo (73% y 64%). Por otra parte, la
respuesta a la inmunoterapia en pacientes con 2 o mas abortos consecutivos
mostraron tasas de éxito similares. Sin embargo es interesante destacar que la

tasa natural de éxito en mujeres con 2y 3 abortos (0 mas) es elevada.
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Algunos investigadores han reportado que la presencia de FB del CML esta
asociado a un embarazo exitoso (41-44). Por otra parte, se demostré en el
Capitulo 1 que existe una correlacién entre la generacion de FB del CML y el
Cross-match por citometria de flujo (83). Sin embargo este ultimo solamente
permite predecir la actividad bloqueante basandose en la presencia de
anticuerpos. Por tal motivo se utiliz6 a la actividad bloqueante medida en el CML
como parametro, incluyendo de este modo el bloqueo producido por otros factores
solubles, como citoquinas y quimioquinas. Los presentes resultados muestran
que tanto las mujeres que lograron un embarazo exitoso o las que sufrieron un
nuevo aborto luego de la aloinmunizaciéon fueron capaces de generar FB del CML,
sugiriendo que podrian representar un epifenémeno (41-44,49,51). Sin embargo,
en este ultimo caso deberia descartarse que el fracaso este asociado con
alteraciones genéticas o aberraciones cromosOmicas, ya que no se dispone del
material de aborto en la mayoria de los casos. La busqueda de la naturaleza de
mediadores de un embarazo exitoso continua abierta, por lo tanto la presencia de
FB del CML todavia resulta util como parametro para el seguimiento de las
pacientes con ARE.

El conjunto de resultados mostrando que la inmunoterapia con leucocitos
paternos aumenta la tasa de éxito en pacientes con ARE y la respuesta alogénica
materna, sugieren la estimulacion de clones T y/o factores solubles responsables
de inducir una respuesta Th2 en la decidua materna en un préximo embarazo. Si
bien este aumento de la respuesta alogénica materna se evidencia a nivel
sistémico, podrian activarse células regulatorias las cuales, a través de una
migracion dirigida hacia el utero, provocarian cambios en la decidua materna

permitiendo un nuevo embarazo exitoso. Por lo tanto el hecho de generar
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linfocitos aloreactivos durante la inmunizacién no implica que éstos tengan
efectos deletéreos en un nuevo embarazo, por el contrario, podrian contribuir a la
tolerancia feto-placental (168-169). De hecho, el 72% de pacientes con ARE que
tuvieron éxito luego del tratamiento aumentaron la respuesta alogénica a
deferencia de las pacier;tes que fracasaron (33%).

Uno de los posibles mecanismos responsables de la ignorancia materna
hacia Ags. paternos fueron descriptos por Tafuri et al (170), quienes en ratas
prefiadas revelaron una disminucion en el numero de clones T cuyos receptores
reconocian determinantes alotipicos paternos. Sin embargo estos cambios no
podian ser detectados fenotipicamente por la baja frecuencia de estos clones en el
repertorio T normal. A pesar de esta disminuciéon dichos clones permanecian
durante la prefiez, pero presentaban una disminuciéon de la expresion de las
moléculas de CD4 o CD8, postulando a este mecanismo como responsable de la

ignorancia materna.
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Estudio de nuevos marcadores para el seguimiento de pacientes con ARE

bajo tratamiento con leucocitos paternos

Los resultados mostrados sugieren que los FB del CML podrian representar
un epifenémeno asociado a un embarazo exitoso mas que la causa del mismo, lo
cual implica la necesidad de evaluar la efectividad de la aloinmunizacion a través
de nuevos parametros inmunoldgicos. Con tal propésito se estudié la modulacion
de RANTES, SLAM y la poblacion CD69*CD3* de pacientes con ARE presentados

en los capitulos 1 y 2.

Pacientes con ARE estudiadas

Se incluyeron pacientes con ARE que siguieron los requisitos detallados en

el Capitulo 1.

La inmunoterapia consisti6 en suspensiones de leucocitos paternos
inyectados intradermicamente. El namero de inyecciones (usualmente entre 4 y
6) depende de la capacidad de la mujer de generar actividad bloqueante en el
CML, capaz de suprimir el 50% de la capacidad aloestimulatoria del esposo. Los

donantes siguieron los criterios detallados en la seccion de Materiales & Métodos.

Modulacion de los niveles de RANTES en respuesta a la inmunoterapia

Como se ha descripto en el capitulo 1, tercera seccién, los sueros obtenidos
de mujeres fértiles presentan niveles significativamente mayores de RANTES en
comparacién con los de pacientes con ARE. Ademas, se evidencié una correlaciéon
entre los niveles de RANTES sérico y la produccién de FB del CML. Dado que la
inmunoterapia con leucocitos paternos induce la generaciéon de FB del CML (47-

50), investigamos la modulacién de RANTES en respuesta al tratamiento. Para
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inmunoterapia con leucocitos paternos induce la generacion de FB del CML (47-
50), investigamos la modulacion de RANTES en respuesta al tratamiento. Para
ello se determinaron de los niveles de RANTES en sueros de pacientes obtenidos
previa y posteriormente a la inmunoterapia con leucocitos paternos. Como se
describe en la Figura 4, 13 de 17 pacientes estudiadas mostraron un aumento en
la produccion de RANTES sérico luego de la inmunoterapia (*p<0.05, test de
Mann Withney). Este resultado indicaria que la produccion de RANTES aumenta
luego de un embarazo exitoso e incluso luego de la inmunizacion con leucocitos

paternos.

2500 p<0.05
Figura 4: Modulacion de los

niveles de RANTES luego de
la aloinmunizacion en
2000 pacientes con ARE. Se
cuantificaron los niveles de
RANTES sérico por la técnica
de ELISA en 17 pacientes con
1500 ARE previa y posteriormente al
tratamiento con leucocitos
paternos. Los resultados se
expresan como la media en
(pg/ml). La produccion de
RANTES aumenta significativa-
mente luego de la
500 inmunoterapia (p<0.05 test de
Mann Withney).

1000

RANTES (pg/ml)

Pre Post

Inmunizacion

Por otra parte, se ha descripto que el tratamiento de pacientes con ARE con
leucocitos paternos aumenta la generacion de factores supresores identificados
como RANTES, MIP-1a y MIP-1B en sobreanadantes provenientes de células CD8*

enriquecidos (132).
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El conjunto de estos resultados muestran que la aloinmunizacién en
pacientes con ARE induce un aumento sistémico de RANTES y una supresion de
la respuesta alogénica dependiente de la dosis, sugiriendo que esta f-
quimioquina no solamente actuaria como un FB del CML, sino que también

podria funcionar como parametro en el seguimiento de las pacientes con ARE.

Modulacion de la poblacion CD3*CD69* en respuesta a la inmunoterapia con

leucocitos paternos

En el capitulo 2, se identifico6 una poblacion CD3+*CD69* en sangre
periférica de pacientes con ARE con caracteristicas particulares fenotipicas y
funcionales. Asumiendo que la expresidén intracitoplasmatica en células T
representa un marcador para el diagnostico de ARE, se estudié su modulacién en
respuesta a la aloterapia.

Para ello se estudid la frecuencia de células CD3*CD69* por citometria de
flujo, en 11 pacientes con ARE previo y posteriormente al tratamiento con
leucocitos paternos. Como se muestra en la Figura S5A, todas las pacientes
estudiadas disminuyeron significativamente los porcentajes de células
CD3*CD69* luego del tratamiento con leucocitos paternos (*p<0.005, test de
Mann Whitney). En la Figura 5B se muestra un ejemplo representativo en donde
los linfocitos CD69*CD3* disminuyen progresivamente con las sucesivas
inmunizaciones (de 29% a 17% luego de la 3era. dosis, alcanzando un 9% luego

de la 6ta. inmunizacion).
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Figura 5: Modulacion de células CD3*CD69* en respuesta a la inmunoterapia.
(A) las células MNT de pacientes con ARE obtenidas previa y posteriormente a la
inmunoterapia con leucocitos paternos, se marcaron en superficie con un Ac. anti-CD3
PreCP e intracitoplasmaticamente con un Ac. anti-CD69 FITC. Los porcentajes
mostrados fueron obtenidos dentro de la ventana seleccionada electronicamente para
células CD3*. Todas las pacientes con ARE (n=11) disminuyeron la expresion de células
CD3+CD69* luego del tratamiento (*p<0.05, test de Mann Withney). (B) Ejemplo de
representativo de la cinética de las células CD3+*CD69* durante la inmunoterapia en una
paciente con ARE.

Estos resultados indican que la inmunizacion con leucocitos paternos logra
revertir los altos porcentajes de células CD3*CD69* en mujeres con ARE

alcanzando los niveles observados en las mujeres fértiles, otorgando a esta
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poblacion un nuevo rol como marcador util para el seguimiento de la respuesta
materna a la inmunoterapia con leucocitos paternos.

Durante un embarazo normal, ciertos clones T se acumulan en la periféria
durante el primer trimestre, alcanzando su pico maximo durante el segundo
trimestre y desaparecen durante en el tercero (168). En cambio en mujeres con
ARE se observo oligoclonalidad de células T en periféria. Interesantemente, la
inmunoterapia con leucocitos paternos en pacientes con ARE genera una
expansion clonal T altamente heterogénea como la observada en mujeres fértiles
(169). Estas evidencias en el contexto de los resultados aqui mostrados, podrian
interpretarse como que la aloinmunoterapia regularia una poblacién

putativamente expandida con baja oligoclonalidad.

Modulacion de la expresion de SLAM en pacientes con ARE en

respuesta a la inmunoterapia con leucocitos paternos

En el capitulo 2, se describié6 que las pacientes con ARE presentan una
mayor expresion de SLAM en linfocitos T de sangre periférica en comparacién con
mujeres fértiles.

En esta seccién, se estudi6é la modulaciéon de los linfocitos T CD3*SLAM*
en pacientes con ARE previa y posteriormente al tratamiento con leucocitos
paternos. Como se muestra en la Figura 6A, las pacientes estudiadas
disminuyeron los porcentajes de células CD3*SLAM* luego del tratamiento,
aunque esta disminucion no fue significativa. En la Figura 6B se muestran
ejemplos representativos en donde los linfocitos CD3+*SLAM* disminuyen

finalizada la inmunoterapia.
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Figura 6: Modulacion de linfocitos CD3*SLAM* de sangre periférica de pacientes con
ARE. Se determinoé la expresion de SLAM en células T de sangre periférica de pacientes
con ARE previa y posteriormente a la inmunoterapia con leucocitos paternos, utilizando
un Ac. anti-SLAM PE y un Ac. CD3 FITC (A). Los porcentajes de células SLAM* fue
determinado dentro de una ventana de trabajo correspondiente a células CD3¢,
seleccionada electronicamente y se expresan como la media + DS. El analisis incluyo 20
pacientes con ARE pre y 10 post inmunoterapia. En (B) se muestran ejemplos
representativos de una paciente con ARE previo y otra post tratamiento. Los porcentajes
indican las células CD3+*SLAM*.

Estos resultados indican que la inmunizacion con leucocitos paternos
tienden a disminuir los porcentajes de linfocitos T SLAM* llevandolos a los
niveles observados en las mujeres fértiles.

La expresion aumentada de SLAM en endometrio y en sangre periférica
podria representar la presencia de clones con funciones deletéreas o
potencialmente aloreactivos. Pero también podria representar la activacion de

nuevos clones T necesarios para lograr un embrazo exitoso. Actualmente se esta

investigando si el reconocimiento de aloantigenos inducido por la inmunoterapia
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generaria una disminucion de posibles células T deletéreas o bien la activacion

de otras poblaciones de linfocitarias necesarias para mantener la sobrevida fetal.



CONCLUSIONES

GENERALES
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Una de las hipédtesis actuales para explicar la sobrevida fetal, sugiere que los
FB del CML tendria un papel relevante el la induccién de la tolerancia materno-fetal
y potencialmente podrian utilizarse para prevenir abortos recurrentes.

A este respecto concluimos que tanto los Acs. leucocitotéxicos (evidenciados
en el CMXC) y los inhibidores de la respuesta alogénica (evidenciados en el CML),
son mas frecuentes en el suero de mujeres fértiles que en Ias mujeres con ARE. Sin
embargo el hecho que estén presentes en el 26% de las mujeres con ARE, y estén
ausentes en el 10% de las mujeres con embarazos exitosos, respectivamente,
sugieren que ambos parametros representan una respuesta al embarazo mas que la
causa del mismo.

Dada la naturaleza desconocida de los FB del CML, el siguiente paso consistio
cn la identificacién dec los mismos utilizando como modclo in vitro cl CML. Asi fuc
como identificamos a Gal-1 y a RANTES como factores supresores de la respuesta
aloinmune. La supresion inducida en ambos casos fue dependiente de la dosis y en
cl caso dc Gal-1 también dc la unién a carbohidratos. El cstudio dc los mccanismos
moleculares y celulares revelé que Gal-1 y RANTES inducian apoptosis de células T
activadas durante una respuesta alogénica normal, a través de la modulacién de los
niveles proteicos de Bcl-2 y transmitiendo senales de inhibicién/muerte via la
activacion de caspasas y el caso de RANTES ademas de mecanismos independientes
de caspasas. La inhibicion inducida por Gal-1 estaria regulada por senales
mediadas por la IL-2 sobre las células T y segin la cinética de expresion de Gal-1
endégena durante la respuesta alogénica, esta podria tener un rol durante la fase

efectora de la alorespuesta.
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Por su parte, los niveles disminuidos de RANTES en el suero de mujeres con ARE
con respecto a mujeres fértiles, y su significativa correlacién con los FB del CML
apoyan la idea de que RANTES podria actuar como un FB activo en la respuesta
alogénica materna. Mas aun, sueros conteniendo FB del CML son capaces de
inducir mayores porcentajes de apoptosis comparados con los obtenidos con sueros
sin actividad bloqueante; asi como también el Ac. especifico anti-RANTES es capaz
de revertir la inhibicién de la proliferaciéon y los niveles de apoptosis inducida por
sueros con FB del CML. Estas evidencias avalan el rol de RANTES como un FB del
CML activo en el contexto de la respuesta alogénica.

Sin embargo, como se mencioné previamente, la ausencia de FB del CML en
una minoria de mujeres fértiles, nos llevé a la bisqueda de nuevos marcadores para
pacientes con ARE. Asi, se identificé la poblacion CD3*CD69intracitoplasmatico ey sangre
periférica y en endometrio de pacientes con ARE con caracteristicas fenotipicas y
funcionales particulares. Esta subpoblacién de linfocitos T CD3*CD69* esta
distribuida homogéneamente entre ambas subpoblaciones de memoria, central y
efectora, y representada tanto por linfocitos CD4* como por CD8*. Su capacidad
proliferativa hiporeactiva frente a diversos estimulos y su selectiva produccion de
IL-10 frente a estimulos alogénicos, sugieren una funcién regulatoria. Del mismo
modo, se evidencidé un aumento significativo en la expresion de SLAM
especificamente en linfocitos T y en células endometriales de mujeres con ARE con
respecto a mujeres fértiles. La produccion aumentada de INFy por los linfocitos T
endometriales y de sangre periférica de mujeres fértiles a estimulos policlonales,
podria relacionarse con su capacidad para favorecer la neovascularizacién necesaria

durante el proceso de decidualizacion. El estudio de las presentes poblaciones
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celulares y de sus posibles funciones regulatorias /supresoras continia abierto,
implicando cada una de ellas grandes ramas de investigacion.

En el presente trabajo, no solamente se investigaron diversos mecanismos
inmulolégicos involucrados en el rechazo fetal, sin que también se buscé ofrecerles a
las pacientes con ARE un tratamiento efectivo para su patologia. Asi, se investigé la
efectividad de la inmunoterapia con leucocitos paternos utilizando diversos grupos
controles y rigor estadistico correspondientes a un estudio poblacional. Este analisis
revelo que la tasa de éxito luego de la inmunoterapia con leucocitos paternos es de
89%. Si bien este valor no es diferente significativamente al encontrado en el grupo
control de pacientes con ARE no inmunizadas, la diferencia absoluta entre ambos
grupos es 18%. Ademas, la tasa de éxito en pacientes con 2 abortos previos es
superior a la encontrada en pacientes con 3 o mas abortos, sin embargo, estas
pacientes también pueden favorecerse con la aloinmunizacién paterna. Cuando se
correlacioné el éxito de un nuevo embarazo con la generaciéon de FB del CML, tanto
las mujeres que lograron un embarazo exitoso o las que sufrieron un nuevo aborto,
luego de la aloinmunizacion, fueron capaces de generar FB del CML sugiriendo que
podrian representar un epifenémeno. De lo cual se desprende la busqueda de
nuevos marcadores para el seguimiento de pacientes con ARE bajo tratamiento.

De este modo se evidencié que la aloinmunizacién en pacientes con ARE
induce un aumento sistémico de RANTES, revierte los altos porcentajes de células
CD3*CD69* en mujeres con ARE alcanzando los niveles observados en las mujeres
fértiles y tienden a disminuir los porcentajes de linfocitos T SLAM* llevandolos a los
niveles observados en las mujeres fértiles. Estos resultados, al igual que el aumento

de la respuesta alogénica materna en el 72% de las mujeres con ARE que tuvieron
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éxito luego del tratamiento, reflejan una inmunomodulacién de clones T y/o factores
solubles responsables de cambios sistémicos y en la interfase materno-fetal
compatibles con un embarazo exitoso.

Por ultimo, si bien estos parametros prometen ser reveladores actuando como
marcadores utiles para el seguimiento de pacientes con ARE, la identificacién de
poblaciones regulatorias/supresoras actuando via interaccién célula-célula o a

través de la produccion de factores solubles continta abierta.
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