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RESUMEN

Las células del trofoblasto no expresan los antigenos HLA clasicos de clase | (A, B, C),
pero si los antigenos HLA G que pueden generar anticuerpos capaces de tener
reacciéon cruzada con los primeros. Se estudiaron 24 mujeres en el primer trimestre
del embarazo, sin antecedentes de embarazos o transfusiones de sangre, con
anticuerpos reactivos contra leucocitos, plaguetas o ambos (9 antigranulocitarios y 15
anti-HLA), para determinar la presencia de anticuerpos antitrofoblasto, mediante
técnica de inmunofluorescencia indirecta en lamina. El 54,16 % presentd anticuerpos
antitrofoblasto. El 86,66 % de las embarazadas con anticuerpos anti-HLA, present6
anticuerpos contra trofoblasto, mientras que ninguno de los sueros con anticuerpos
especificos de granulocitos reaccion6 con las células trofoblasticas (p=0,00). Después
de la adsorcién con tejido trofoblastico, los sueros con anticuerpos con especificidad
granulocitaria mantuvieron la reactividad con leucocitos de sangre periférica, y solo 2
de los que presentaban especificidad HLA. Los resultados sugieren que la mayoria de
los anticuerpos anti-HLA, reactivos con leucocitos, plaguetas o ambos, pueden estar
dirigidos contra antigenos HLA-G del trofoblasto y muestran reaccién cruzada con los
antigenos HLA leucocitarios, lo cual favorece el bloqueo de la respuesta de los
leucocitos maternos contra las células fetales, lo que pudiera explicar, ademas, la alta
prevalencia de anticuerpos anti-HLA en el embarazo temprano.

Palabras clave: aloinmunizacién, anticuerpos antitrofoblasto, embarazo, anticuerpos
anti-HLA, anticuerpos antigranulocitarios, HLA-G.
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ABSTRACT

Trophoblast cells do not express classical HLA class | antigens (A, B, C), but they do
express HLA G antigens which may generate antibodies capable of cross-reacting with
the former. A study was conducted of 24 women in the first quarter of pregnancy,
with no previous pregnancies or blood transfusions, with reactive antibodies against
leukocytes, platelets or both (9 antigranulocytary and 15 anti-HLA), to determine the
presence of antitrophoblast antibodies, by plate indirect immunofluorescence
technique. 54.16 % had antitrophoblast antibodies. 86.66 % of the pregnant women
with anti-HLA antibodies had antibodies against the trophoblast, whereas none of the
sera with granulocyte specific antibodies reacted with trophoblastic cells (p=0,00).
Following adsorption with trophoblastic tissue, the sera with antibodies showing
granulocyte specificity remained reactive with peripheral blood leukocytes, as opposed
to just 2 of those showing HLA specificity. Results suggest that most anti-HLA
antibodies reactive with leukocytes, platelets or both, may be aimed against
trophoblast HLA-G antigens, and cross-react with leukocyte HLA antigens, which
facilitates blockage of the response of maternal leukocytes against fetal cells. This
may also explain the high prevalence of anti-HLA antibodies during early pregnancy.

Key words: Alloimmunization, antitrophoblast antibodies, pregnancy, anti-HLA
antibodies, antigranulocytary antibodies, HLA-G.

INTRODUCCION

El feto es un trasplante semialogénico y por lo tanto, sigue las leyes de aceptacion y
rechazo inmunoldégico. La placenta actia como una barrera inmunoldgica activa,
permitiendo que 2 organismos antigénicamente diferentes se toleren el uno al otro. La
tolerancia hacia el feto se lleva a cabo por la interaccién de las células NK, las
moléculas HLA G, el balance de citocinas Thl y Th2, los mecanismos de apoptosis y la
sintesis de factores reguladores como citocinas y hormonas.*

Las células trofoblasticas no expresan los antigenos (Ags) HLA clase | clasicos (A, B,
C), pero expresan Ags HLA clase | no clasicos como los HLA-G. La proteina HLA-G
unida con membrana se expresa selectivamente en las células epiteliales del amnio,
las células endoteliales fetales, los macréfagos del mesénquima de las vellosidades
coridnicas y las células epiteliales de la médula del timo, pero su mayor expresion se
observa en las células del citrofoblasto extravelloso de la placenta. Las formas
solubles se encuentran en el liquido amnidtico, en la sangre periférica maternay en la
de cordon.?®

La fuerte expresion de las moléculas HLA-G en el trofoblasto y sus acciones sobre el
sistema inmune, tales como el efecto inhibitorio sobre la actividad de los linfocitos T
citotéxicos y las células NK,”® sugieren que estas moléculas contribuyen a la
proteccion del feto semialogénico contra la lisis de estas células maternas.®*!

El embarazo exitoso se describe como un "fendmeno Th2" caracterizado por la
produccion de las citocinas de ese perfil, IL-10, 1L-3, IL-4.%? En contraposicion,
algunas complicaciones del embarazo, tales como el aborto espontaneo y la pre-
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eclampsia, se asocian con una respuesta Thl, con produccion de IL-2, factor de
necrosis tumoral e interfer6n gamma.*®

La desviaciéon hacia la respuesta Th2 que se produce en el embarazo, puede favorecer
la producciéon de anticuerpos (Acs). La importancia de la presencia de Acs en el
embarazo es objeto de controversia. Algunos autores plantean que los Acs dirigidos
contra antigenos fetales pueden desempefiar un papel importante en la fisiopatologia
de algunos casos de desprendimiento prematuro de placenta, ademas de producir
citopenias aloinmunes neonatales.'**® Otros plantean que pueden actuar como Acs
anti-idiotipos que evitan la respuesta inmune mediada por células, dafiina para el
feto, enmascarando los Ags trofoblasticos o cubriendo los receptores de los linfocitos
T maternos.

Se ha reportado una mayor frecuencia en la producciéon de Acs blogueadores en
embarazos normales, lo que sugiere que estos pueden proteger al feto del aborto y
existen evidencias de que las mujeres compatibles con su pareja en los alelos HLA
DQA1, fallan en la produccion de aloanticuerpos y experimentan abortos
recurrentes.’

En un estudio realizado durante el primer trimestre del embarazo en mujeres sin
antecedentes de embarazos o transfusiones, se detecté una frecuencia alta (30 %) de
Acs reactivos contra leucocitos, plaquetas o ambos, en un periodo temprano del
embarazo (9-10 semanas de gestacion), lo que no ha sido reportado por otros
autores.'®?° Esta frecuencia es similar a la hallada en otros estudios en segundos o
terceros embarazos a término.?*"** Considerando que las células del trofoblasto
expresan Ags HLA G que tienen similitudes estructurales con los Ags HLA clase |
clasicos, se decidié evaluar si los Acs reactivos con leucocitos y plaquetas eran
capaces de reaccionar también con Ags presentes en las células trofoblasticas y
valorar la significacion de los resultados obtenidos.

En Cuba no se ha realizado ninguna investigacion con esta tematica; en la literatura
cientifica internacional los trabajos en este tema son poco humerosos y recientes, y
quedan aun importantes aspectos por esclarecer acerca de la participacion del
sistema inmune en la fisiologia del embarazo.

METODOS

Se seleccionaron para el estudio 24 mujeres en el primer trimestre de la gestacion,
sin antecedentes de embarazos previos ni transfusiones de sangre o sus
componentes, cuyos sueros eran reactivos contra leucocitos, plaguetas o ambos, en
algunas de las técnicas empleadas: linfocitotoxicidad (LCT),?® inmunofluorescencia
indirecta en plaquetas (PIF),?® inmunofluorescencia en granulocitos (GIF)?" y
aglutinacion de granulocitos (GAG).?’

El 62,5 % de los sueros (n=15) presentaban especificidad anti HLA, 12 eran reactivos
en la técnica de LCT, sola o combinada, y 3 PIF positivos, MAIPA (antigenos
plaquetarios inmovilizados por anticuerpos monoclonales) negativos. La técnica de
MAIPA permite detectar Acs dirigidos contra Ags especificos de plaquetas. El 37,5 %
restante presentaba especificidad antigranulocitaria, ya que fueron reactivos en GIF,
GAG o en ambas.

Se estudio la presencia de Acs contra células trofoblasticas en el suero de las
embarazadas. Para ello se empleé una técnica de inmunofluorescencia indirecta en
lamina, utilizando tejido trofoblastico obtenido a partir de placentas normales, con un
método similar al de deteccion de Acs antinucleares, pero con modificaciones.?®
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Obtencidén de tejido trofoblastico. Se obtuvo a partir de placentas de grupo sanguineo
"O" para evitar la interferencia de los anticuerpos ABO, después de multiples lavados
para eliminar la contaminacién con eritrocitos. En laminas portaobjeto se fijaron
cortes de tejido trofoblastico, fijadas con acetona y que se conservaron en
congelaciéon a -20 °C hasta su utilizacion.

Inmunofluorescencia indirecta para la deteccién de Acs antitrofoblasto. A cada corte
de tejido trofoblastico se le afiadieron 50 uL del suero a estudiar y se incubd a
temperatura ambiente durante 30 min en camara humeda. Se aplicaron 3 lavados con
solucion buffer de fosfato (PBS) a pH 7, se secaron y se afadieron 50 uL de suero de
conejo antiglobulinas humanas (fracciéon fab' ,), conjugado con isocianato de
fluoresceina en la dilucién de trabajo (1:60 en PBS). Después de una incubacién de
30 min en camara himeda a oscuras, se aplicaron 3 lavados con PBS, se secaron y se
guardaron en camara humeda a oscuras hasta su lectura en un microscopio de
fluorescencia. Como controles negativos se emplearon suero AB, suero sin Acs, y
sueros adsorbidos. Como control positivo se utilizé suero anti H monoclonal humano
de la clase IgG.

Una alicuota de los sueros de las embarazadas con anticuerpos reactivos contra
leucocitos, plaquetas o ambos, fueron adsorbidos con tejido trofoblastico obtenido a
partir de placentas de grupo "0".?°

A los sueros adsorbidos se les repiti6 el estudio de deteccion de Acs contra leucocitos
y plaquetas, con las mismas técnicas empleadas en la deteccidn inicial.

Para el andlisis estadistico se realizé la comparaciéon de frecuencias, mediante el
estadigrafo X?. En el andlisis de las muestras pareadas se utilizé la prueba de Mc
Nemar.

A todas las embarazadas se les solicitd un consentimiento informado explicando las
caracteristicas del estudio, la confidencialidad de los resultados obtenidos, asi como la
posibilidad de retirarse del estudio si lo considerara oportuno.

RESULTADOS
El 54,16 % de los embarazadas estudiadas presentaron Acs anti trofoblasto.

El 86,66 % de los sueros con Acs con especificidad HLA presentaron Acs contra
trofoblasto, mientras que ninguno de los sueros con Acs dirigidos contra granulocitos,
present6 Acs contra trofoblasto (tabla 1).

Tabla 1. Relacidn de |a especificidad de los anticuerpos reactivos
con leucocitos, plaquetas o ambos, v los anticuerpos antitrofoblasto

Anticuerpo antitrofoblasto

Especificidad Positivi Megativo Total

HLA 13 2 15

Granulocitos a e E

Total 13 11 24
p=0,00.
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Después de adsorbidos con tejido trofoblastico, el 86,6% de los sueros con
anticuerpos con especificidad anti HLA fueron no reactivos contra leucocitos,
plaguetas o ambos, mientras que todos los sueros con Acs con especificidad anti
granulocitaria mantuvieron la reactividad después de la adsorcion (tabla 2). Esto
demuestra que solo los Acs con especificidad HLA reaccionan con las células del
trofoblasto y teniendo en cuenta que estas células no expresan moléculas HLA clase |
clasicas, se presume gque la reacciéon se produce contra antigenos HLA-G.

Tabla 2. Presencia de anticuerpos reactivos con leucocitos, plaquetas
0 ambos, antes vy después de |la adsorcion con trofoblasto

Especificidad | Preadsorcion | Posadsorcidn

HLA, 15 2

Granulocitos Q Q

Total 24 11
P=0,00.

DISCUSION

Entre los mecanismos que se sugieren en la proteccion del embarazo por parte de las
células del trofoblasto, se encuentran la ausencia de expresion de moléculas HLA
clase | y Il clasicas, la expresion de moléculas HLA-G, la produccion de apoptosis de
células T CD8+ por la via FAS/FASL, la expresion de proteinas reguladoras del
complemento (CD 46, CD 55, CD 59), asi como la presencia de células del trofoblasto
muertas en la circulacibn materna que proveen una fuente de Ags de origen paterno,
que provocan tolerancia y regulan la respuesta inmune materna contra el feto.3%3*

Las células que no expresan moléculas HLA clasicas del sistema principal de
histocompatibilidad en su superficie, suelen sufrir lisis mediada por células NK, lo que
no ocurre con las del trofoblasto humano.® Algunos autores plantean que estas
células pueden ser reconocidas por linfocitos T gamma/delta maternos poseedores de
un repertorio reducido de especificidades, los que predominan en el tejido
placentario.®3® La presencia de moléculas HLA-G asociadas con membrana o solubles,
parece inducir cambios en la secreciéon de citocinas por las células mononucleares
periféricas hacia el patron TH2, favorecedora del embarazo normal;®’ y a su vez, la
IL-10, citocina pertenece al perfil TH2, es capaz de activar la expresiéon de HLA-G.*? El
aumento de la expresion de estas moléculas puede favorecer su reconocimiento por
los linfocitos T gamma/delta maternos, y este hecho puede explicar la presencia de
Acs anti trofoblasto hallados en el estudio. En todos los casos, los sueros reactivos
con trofoblasto, presentaban especificidad HLA y ninguno de los casos con Acs
especificos contra granulocitos exhibié reactividad con las células del trofoblasto.
Teniendo en cuenta que estas células no expresan moléculas HLA clase | clasicas,
podemos presumir que la reaccién esta dirigida contra antigenos HLA-G.

La reactividad con leucocitos y plaquetas desapareci6 en el 86,6 % de los sueros con
Acs anti HLA, después de la adsorcidn con tejido trofoblastico y se mantuvo en todos
los sueros con Acs de especificidad granulocitaria (tabla 2).

Los hallazgos del trabajo nos llevan a plantear la hipodtesis de que la mayor parte de
los Acs anti HLA detectados en el estudio en embarazadas entre las semanas 8 y 10,
pueden estar dirigidos primariamente contra los Ags HLA del trofoblasto, y que su
reaccion con los Ags HLA presentes en leucocitos y plaquetas de sangre periférica
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puede deberse a un fendmeno de reaccidon cruzada. Otras 2 evidencias obtenidas de
trabajos de otros autores ayudan a sustentar esta hipétesis:

- La mayoria de los investigadores afirman que la expresion de las moléculas HLA-G
en las células del trofoblasto se inicia en una etapa muy temprana del primer
trimestre del embarazo, incluso plantean que puede ocurrir en el estadio de
blastocisto;?* por lo tanto, antes del inicio de la hematopoyesis embrionaria, capaz de
generar respuesta inmune contra los Ags HLA paternos del feto.

- Los estudios de un grupo de investigadores de Harvard demostraron reaccion
cruzada de Acs entre antigenos HLA-A y HLA-G.%® La reaccién cruzada se explica por
la homologia de la secuencia y estructura del gen HLA-G con la de los genes HLA
clase | clasicos: tiene 8 exones, 7 intrones y la regidon 3'UTR; aunque a diferencia de
aquellos, el HLA-G presenta un codén de parada en el exén 6 y muestra un
polimorfismo bajo, con una limitada heterogeneidad de secuencias y pocos alelos.®

Los Acs anti HLA G, pudieran ejercer un efecto protector del embarazo, enmascarando
otros antigenos trofoblasticos o cubriendo los receptores de los linfocitos T maternos,
al reconocer por reaccién cruzada a los Ags HLA leucocitarios.

Algunos estudios comunican una mayor frecuencia en la producciéon de anticuerpos
blogueadores en embarazos normales, lo que sugiere que estos pueden proteger al
feto del aborto.*’

En el aborto espontaneo, el fallo de la implantacion en la fertilizacién in vitro y la pre-
eclampsia, se han observado patrones de expresién de HLA-G aberrantes o
disminuidos.®

Por dltimo, algunos autores plantean que puede existir una débil expresion de
moléculas HLA-C en las células del trofoblasto,® lo que podria sustentar una hipotesis
alternativa para explicar la reactividad de Acs anti HLA con células del trofoblasto. Sin
embargo, la débil expresion de estas moléculas en el trofoblasto hacen poco probable
esta opcion.
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