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Efecto de la gamaglobulina humana intravenosa 
sobre el cultivo mixto de linfocitos 
Calixto Herrera, Luis Fernando García 

Se estudió el efecto de la gammaglobulina 
humana intravenosa (GGHIV) (Sandoglobulin) 
sobre la reacción alogénica in vitro mediante el 
cultivo mixto de linfocitos (CML) en individuos 
normales. La GGHIV en concentraciones su-
periores a 0.5 mg/ml inhibió en 61% y 99% la 
respuesta proliferativa. Se descartó que la inhi-
bición fuese debida a factores citotóxicos pre-
sentes en la GGHIV comercial y/o déficit nutri-
cional en los medios de cultivo. La incubación 
de los CML con 4 mg/ml de GGHIV durante 4 
h/37°C produjo un 74% de inhibición. Se ob-
servó un efecto más acentuado al preincubar 
las células estimuladoras. La adición de GGHIV 
al CML, ocasionó una inhibición dependiente 
del tiempo de adición, mayor entre las 0 horas 
(h) (90%) y las 48 h (40%). El fenómeno inhibi-
torio no fue específico sobre la reacción alogé-
nica puesto que también se encontró sobre la 
respuesta proliferativa a concavalina A (Con 
A) (63%), fitohematoglutinina A (PHA) (62%) 
y derivado protéico purificado (PPD) (84%). 
La inhibición sobre el CML, se revirtió parcial-
mente con la adición de 100 U de IL-2 rH en las 
primeras 24 h. La GGHIV redujo en un 79% la 
expresión del receptor de IL-2 al quinto día del 
CML. Los resultados de cuantificación de IL-
1ɓ en los sobrenadantes de CML con y sin 
GGHIV no arrojaron datos concluventes. Se 
discuten los posibles mecanismos de acción y 
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futuras utilidades de la GGHIV como inmuno-
moduladora en los transplantes de tejidos. 

INTRODUCCION 
Desde el informe inicial de Imbach y cols(l) en 

el cual describen la mejoría de las equimosis y la 
trombocitopenia en un paciente tratado con gama-
globulina humana intravenosa (GGHIV), han 
aparecido numerosas publicaciones que destacan 
la utilidad de la GGHIV en el tratamiento de en-
fermedades de origen autoinmune tales como púr-
pura trombocitopénica idiopàtica (2, 3), hemoci-
topenias (4, 5), el síndrome de Kawasaki (6, 7), 
miastenia gravis (8,9) y enfermedad de Von Wille-
brand (10,11). Su efectividad ha sido tal que en 
algunas entidades ha desplazado terapias conven-
cionales tales como agentes citotóxicos, glucocor-
ticoides y aun procedimientos quirúrgicos (3,12). 

Hasta ahora la GGHIV se ha utilizado en el cam-
po de los trasplantes de tejidos con fines de inmu-
nización pasiva, tratamiento y profilaxis antiinfec-
ciosa; ha demostrado gran efectividad en el caso 
del trasplante de médula ósea (13, 14). 

El cultivo mixto de linfocitos ha sido un modelo 
in vitro importante para el estudio de la alorreac-
tividad y para la definición de las características 
genéticas y celulares que predominan en la reac-
ción alogénica como los antígenos clase II, los lin-
focitos T ayudadores y la interleuquina 2 (IL2) 
(15-17). 

La correlación entre la respuesta proliferativa 
medida por la incorporación de timidina tritiada 
por las células del receptor frente a las células esti-
muladoras irradiadas del donante y la superviven-
cia del injerto, ha sido uno de los mejores indica-
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dores para la selección del donante adecuado (16-
18). 

Los grandes escollos a los cuales se enfrentan 
los trasplantes de tejidos, son la barrera genética y 
el control de la respuesta del sistema inmune. Las 
terapias con agentes citotóxicos e inmunosupreso-
res, el advenimiento de la ciclosporina, los anti-
cuerpos monoclonales como el anti-CD3, han 
contribuido al avance de los trasplantes (19, 20), 
pero el hecho de lesionar el sistema inmune para 
prolongar la supervivencia del injerto, somete a 
los pacientes a complicaciones infecciosas y hasta 
neoplásicas muchas veces letales. La hipótesis de 
que la GGHIV puede modular el rechazo alogé-
nico, se fundamenta en la efectividad de ésta en 
procesos autoinmunes. Teóricamente si el recha-
zo alogénico es mediado en parte por los mismos 
sistemas efectores que en las enfermedades auto-
inmunes (21, 22), la GGHIV podría tener una ac-
ción inmunomoduladora sobre éste. Las prepara-
ciones disponibles en el comercio se obtienen de 
una mezcla de plasma proveniente de por lo me-
nos 5.000 donantes. El proceso de extracción de la 
fracción de las gammaglobulinas elimina los virus 
tales como hepatitis A y B, el HIV-I y el citomega-
lovirus (CMV), haciéndola un producto seguro 
desde ese punto de vista (23-25). Existen varias 
preparaciones en el mercado las cuales difieren en 
cuanto a los métodos de extracción y tratamiento 
químico que pueden alterar la estructura de las 
gamaglobulinas. (Sulfonación, reducción y 
alquilación, tratamiento con B-propiolactona, 
plasmina y pepsina) (23-26). Otros procedimien-
tos mantienen intactas las moléculas e impiden la 
formación de agregados (cromatografía de inter-
cambio iónico, tratamiento con polietilen glicol y 
pH de 4). La GGHIV utilizada en nuestros experi-
mentos, (Sandoglobulin®) es IgG monomérica tra-
tada a pH de 4 con Fc intacta. El 94% de la ga-
mablobulina es IgG monomérica, 2 a 4% son 
dímeros y menos de 1% es IgA. La composición 
en cuanto a subclases de IgG es muy similar a la 
del plasma, siendo aproximadamente 65% IgGl, 
30% IgG2,6% IgG3 y 2% IgG4 (2,4). Sus efectos 
moduladores de la respuesta inmune están 
mediados directa o indirectamente por la estructu-

ra funcional completa o sus fragmentos Fc, Fab y 
aun por sus productos de degradación (25-28). 

Los mecanismos de acción más estudiados son 
los siguientes: 

Bloqueo de los receptores Fc . La saturación 
de los receptores Fc tiene efectos reguladores y 
supresores sobre los linfocitos T, linfocitos B, 
macrófagos, células NK y Polimorfonucleares 
(PMN) (29-31). Se conoce que este mecanismo 
frena la producción de autoanticuerpos por las célu-
las B, aumenta la vida media de células opsoniza-
das por anticuerpos y altera la afinidad y expre-
sión de los receptores Fc (31-36). Estos efectos 
pleiotrópicos mediados por la fracción Fc y sus 
distintos tipos de receptores explican en parte su 
efecto inmunomodulador (37-39). 

Anticuerpos antiidiotípicos. Se ha comproba-
do la existencia de anticuerpos antiidiotípicos de 
reacción cruzada (40-49); los más estudiados reac-
cionan contra el Factor VIII el DNA y el FR, (38, 
44,47,50) , se han encontrado algunos en los lotes 
de GGHIV (10,38). Estos actuarían bloqueando la 
unión del antígeno, inhibiendo así su efecto pato-
génico y contribuyendo a la depuración de estos 
autoanticuerpos. Se postula que el entrecruzamien-
to a nivel de las inmunoglobulinas de membrana 
de los linfocitos B productores de autoanticuerpos 
con el antiidiotipo de reacción cruzada, produce 
un bloqueo en la producción de éstos (47, 50, 55). 
A su vez la producción de antiidiotipos contra la 
GGHIV podría generarla producción de antiidioti-
pos contra el receptor T (56) (anticlonotípicos), 
los cuales podrían compartir idiotopes con las in-
munoglobulinas de membrana de los linfocitos B, 
bloqueando la unión con el antígeno e impidiendo 
la activación de la respuesta inmune en ambos nive-
les (56,57). 

Anticuerpos de reacción cruzada. Existen 
otros autoanticuerpos que reaccionan en forma cru-
zada contra diversos antígenos (ssDNA, FR, tiro-
globulina, insulina, toxoide tetánico) y que son de 
baja afinidad. Estos son producidos por los linfo-
citos BCD5 + (57). Se tiene evidencia de la pre-
sencia de estos anticuerpos en los lotes de GGHIV 
(41), lo cual es factible, dado el gran volumen de 
donantes de plasma, ya que sus concentraciones 
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normalmente son muy bajas. Estos anticuerpos po-
drían actuar produciendo una depuración más rá-
pido o la solubilización de diversos complejos in-
munes formados, impidiendo la activación de lin-
focitos T y B predeterminados contra estos antíge-
nos. 

Supresión mediada por células. Existen linfo-
citos T supresores y ayudadores, isotipo e idiotipo 
específicos así como inespecíficos (28, 52, 55); 
éstos poseen receptores Fc para las inmunoglobu-
linas. En la década de los 70 se diferenciaron fun-
cionalmente en supresores si poseían el receptor 
Fc gamma y ayudadores si tenían el Fc mu (58, 
60). 

Esta clasificación aunque no es exacta explica 
parte de los efectos reguladores producidos por la 
GGHIV al activar los circuitos T gamma supreso-
res que disminuyen la actividad de los linfocitos T 
y la producción de autoanticuerpos. 

Modulación de receptores. La célula normal-
mente endocita los receptores Fc de membrana 
ocupados por inmunoglobulinas (28,61,62). Tam-
bién lo hace cuando existe unión y/o entrecruza-
miento de las inmunoglobulinas por antígeno o 
anticuerpos contra ellas (28, 29, 33, 37, 61, 62). 
Cuando se saturan los receptores Fc y el estímulo 
es continuo, la célula entra en un fenómeno de 
baja regulación "down regulation" tornándose 
inactiva. Este proceso mediado por la fracción Fc 
y su receptor (63) podría actuar sobre las células 
efectoras o presentadoras de antígeno, células pa-
sajeras y endoteliales, inhibiendo la reacción alo-
génica. Se conoce que la infusión de GGHIV pro-
duce un bloqueo del sistema monocítico-fagocita-
rio, disminuye  la actividad NK, incrementa la rela-
ción CD4/CD8 e inhibe la blastogénesis inducida 
por mitógenos (34, 61, 64, 68). Por otra parte, 
puede ocurrir comodulación de receptores y/o an-
tígenos así como de moléculas de asociación que 
impedirían el reconocimiento y activación de las 
células (37,61, 62). 

Producción de linfoquinas. Existen informes 
demostrando que la infusión de GGHIV a dosis de 
400 mg/kg/d produce una disminución in vitro de 
la producción de IL-1 e IL-2 (67, 69). Si este me-
canismo operase in vivo sería factible explicar la 

inmunosupresión tanto humoral como celular ob-
servada con la infusión de GGHIV (66, 67), y ha-
ría más factible su utilización en trasplantes, co-
nociendo el papel de la IL-2 como piedra angular 
en el rechazo alogénico (70-71). 

Estas evidencias indican que la GGHIV puede 
ser utilizada en un futuro como inmunomodula-
dor en trasplantes, inhibiendo, por un lado, la reac-
ción alogénica y la producción de anticuerpos ci-
totóxicos e induciendo tolerancia, y por otro, con-
firiendo inmunidad humoral pasiva a los pacien-
tes, lo que permitiría reducir la terapia inmunosu-
presora actual disminuyendo el riesgo en los pa-
cientes sometidos a trasplante de órganos. 

Basados en estos razonamientos, en el presente 
trabajo se escogió el cultivo mixto de linfocitos 
(CML) como modelo in vitro para someter a con-
firmación la hipótesis de que la GGHIV puede 
modular la reacción alogénica. Mediante un pro-
tocolo que buscó establecer  la concentración efec-
tiva, la cinética de su efecto, la acción sobre las 
células respondedoras y/o estimuladoras, el efec-
to sobre la viabilidad celular, la temperatura de la 
reacción, la producción de interleuquinas y recep-
tores, se intentó dilucidar parte de las incógnitas 
con el propósito de contribuir al conocimiento de 
los mecanismos de acción que permitan en un fu-
turo utilizarla GGHIV en la prevención, tratamien-
to e inmunomodulación de la reacción alogénica. 

MATERIAL Y METODOS 
Se estudiaron sujetos jóvenes clínicamente sa-

nos pertenecientes al personal de empleados y es-
tudiantes de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad de Antioquia, la mayoría de ellos con HLA 
conocido. Estos fueron sangrados por venopun-
ción bajo condiciones asépticas obteniéndose 10-
20 ml de sangre, la cual se depositó en Erlenme-
yers estériles de 50 ml con 15 perlas de vidrio, 
sometida a agitación suave y continua durante 10 
min para desfibrinar la sangre. Posteriormente, 
bajo condiciones estériles, ésta se diluyó en igual 
volumen de una solución tampón salina de fosfa-
tos (PBS) 0.15 M, pH 7.2 a 4° C y luego se proce-
dió a realizar la separación de células mononu-
cleares mediante un gradiente de Ficoll-Hypaque 
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en proporción 3:1 (v/v) (Ficoll: Sigma, Hypaque 
Sódico, Wintrob, densidad 1.077), centrifugándo-
se 800g/15 min. Se aspiró la capa de mononuclea-
res de la interfase depositándola en tubos de vi-
drio de 16x100 y se lavó dos veces con 10 ml de 
PBS a 4°C a 800 g/10 min, descartando el sobre-
nadante y resuspendiendo las células en 1-2 ml de 
RPMI-1640 (Gibco) con 25 mM de Hepes, 24 mM 
de Bicarbonato de Sodio, 10% de una mezcla de 
sueros humanos (MSH), inactivados a 56°C/30 
min, penicilina (100 U/ml), gentamicina (50 ug/ 
ml) y anfotericina (0.5 ug/ml). A este medio se le 
denominó Medio Completo (MC) y al RPMI-1640, 
Medio (M). 

Para el conteo de células se utilizó hemocitó-
metro; la viabilidad se determinó por exclusión 
con azul de tripano (Aldrich) al 0.2%; ésta siem-
pre fue mayor de 90%. La concentración se ajustó 
de acuerdo a las condiciones experimentales. 

En este trabajo se utilizó GGHIV (Sandoglo-
bulin, Laboratorios Sandoz, Basilea, Suiza). Como 
características especiales el 99% de esta gamaglo-
bulina es IgG monomérica intacta, tratada a pH 
con trazas de pepsina y obtenida de una mezcla de 
5.000 donantes, en presentación de 1.3 y 6 g/vial. 
Contiene sucrosa como estabilizador. Se utiliza-
ron los lotes: 8.361.2480, 7.362.2290 los cuales 
se disolvieron con M a concentraciones de 10, 40 
y 80 mg/ml de GGHIV, dispensándose en viales 
de congelación de 2 ml que se mantuvieron a 70°C 
hasta su utilización. 

Microcitotoxicidad 
Con el objeto de descartar linfocitotoxicidad en 

los diferentes lotes se procedió a estudiar su efec-
to sobre la viabilidad celular. Se tomaron 0.5 ml 
de las células mononucleares aisladas previamen-
te y se colocaron en pitillos de plástico que conte-
nían nylon (Leukopac) para separar por adheren-
cia los linfocitos T y B (72). Las columnas se in-
cubaron a 37°C/30 min, después se lavaron con 
medio suplementado con 5% de SBF a 37°C (5ml) 
y se centrifugaron a 800 g/10 min obteniendo los 
linfocitos T. Para extraer los linfocitos B, adhe-
rentes al nylon, se lavó la columna utilizando M a 
4°C, ejerciendo una presión firme hacia abajo. Las 

células se recuperaron como en el paso anterior y 
la concentración se ajustó a 3x l0 6 cel/ml. Para efec-
tuar la reacción de microcitotoxicidad (73) se uti-
lizaron microplatos de Terasaki que contenían 5 
µl de aceite cristal/pozo, colocando 1 µl/pozo de 
GGHIV o MSH y 1 µl/pozo de la suspensión de 
células. Los microplatos se incubaron a 4, 20 y 
37°C/30 min para linfocitos T y 60 min para linfo-
citos B, agregando posteriormente 5(µl/pozo de 
complemento de conejo. Se incubaron de nuevo 
por 60 y 120 min para linfocitos T y B respectiva-
mente. Se adicionaron después 5 µl/pozo de una 
solución al 1% de azul de tripano en dilución 1:2 
con tampón barbital EDTA pH 7.4, incubando 
durante 10 min a temperatura ambiente. El exceso 
de colorante se descartó por inversión, agregando 
finalmente 5 ul tampón barbital EDTA. La lectura 
se efectuó en un microscopio invertido (Zeitz) 
contabilizándose el porcentaje de células muertas 
de acerdo a la siguiente escala: 

Se consideraron positivas las reacciones con 
valores iguales a 4 o mayores. 

Con el mismo fin se procedió a cultivar células 
mononucleares en MC más GGHIV a 2 y 4 mg/ 
ml, a una concentración de 2x10 5 cel/pozo en pla-
tos de 96 pozos de fondo en U (Nunclon), incu-
bando a 37°C/5% C 0 2 y ambiente húmedo (CGA-
Precisión). El número y viabilidad se determinó 
cada 24 h. 

Análisis de la mezcla de sueros humanos 
y medios de cultivo 

A la mezcla de sueros humanos (MSH) se le 
realizó electroforesis en papel y desintometría para 
cuantificar proteínas y gammaglobulinas. Median-
te nefelometría (Hyland-Nephelometer) se deter-
minó la concentración de IgG, IgA, e IgM. 
También se realizaron mediciones de osmolari-
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dad (Osmomette-Precision) a los diferentes me-
dios de cultivo utilizados para los experimentos 
con GGHIV. 
Cultivo mixto de linfocitos 

Una vez obtenidas las células mononucleares 
se procedió a realizar diferentes tipos de cultivos 
mixtos de linfocitos en una y dos vías. Se realizaron 
variaciones en la concentración de GGHIV y en la 
MSH; en difentes tiempos y temperaturas prein-
cubación de las células estimuladoras y/o res-
pondedoras adición de IL2 recombinante humana 
(IL - 2rH. Cetus Corp.) de GGHIV y lavado de 
esta última a diferentes tiempos durante el CML. 

Siempre se utilizaron las células respondedo-
ras a una concentración de lx l0 6 cel/ml y las esti-
muladoras irradiadas con 2.500 rads (Gammatron-
Siemens) a 5 xl05  cel/ml. Se sembraron 100µl de 
cada una en platos de cultivo estériles de 96 pozos 
(Nunclon) fondo en U con M C en el cual se varió 
la concentración de la MSH, según los experimen-
tos. Una vez mezcladas las células se incubaron 
los microplatos a 37°C/ 5% C 0 2 y ambiente hú-
medo (CGA-Precisión), durante 5 días, realizan-
do un pulso final de 8 h con 0.5 µCi/pozo de 3HTdR 
(Amersham, actividad específica 17.8 µCi/mMol) 
en 50 µl de medio. Después se recuperaron las 
células pulsadas en un colector (PhD-Cambridge) 
con filtros de fibra de vidrio (Cambridge), los 
cuales se depositaron en viales de centelleo 
(Omnivials-Eaton) dejándolos secar para final-
mente agregarles 2 ml de solución de centelleo y 
determinar la radioactividad en un contador de 
centelleo líquido (LKB-Wallac, Modelo 1211). 

Los experimentos se llevaron a cabo por tripli-
cado realizando un control autólogo (A x Ax), una 
reacción alogénica (A x Bx) y un control de mez-
cla de células de 3 ó 4 personas no relacionadas (A 
x Px). Con los resultados en cuentas por minuto se 
calculó la media y desviación estándard, obtenién-
dose el Índice mitótico (IM), el porcentaje de inhi-
bición (PI) y el porcentaje de respuesta relativa 
(%RR). 

CPM alogénica IM = 
CPM autóloga 

Inmunofluorescencia Indirecta 
para la detección del receptor de IL-2 

Se utilizó un anticuerpo monoclonal IgG2a de 
ratón (Anti-Tac TU 69, Biotest) contra el receptor 
humano de IL-2 y un anti-IgG de ratón conjugado 
con fluoresceína (Sigma). Como control positivo 
se utilizaron células del individuo respondedor 
estimuladas durante 72 h con 0.5 µg/ml de PHA 
(Difco) en medio completo. Las células se ajusta-
ron a una concentración de lx l0 6 cel/ml. Se toma-
ron 200 (µl en un tubo Fisher y se centrifugaron a 
400 g/5 min. Se descartó el sobrenadante y se agre-
garon 200 µl de anti-Tac en dilución 1:10 dejando 
incubar por 30 min/4°C. Posteriormente se lavó 
tres veces con 200 µl de PBS suplementado con 
2% de SBF y 0.01% Azida de Sodio (Merck) a 
400 g/4°C/4 min. Nuevamente se descartó el so-
brenadante y se agregaron 200 µl del anti-IgG 
conjugado con fluoresceína, incubando durante 30 
min/4°C. Posteriormente se lavó tres veces como 
en el paso anterior, resuspendiendo las células en 
100 µl de PBS con formaldeído al 10% y se pro-
cedió a depositar 50 µl de la suspensión en un por-
taobjeto, para leer la reacción en un microscopio 
de epifluorescencia (Leitz). Se contaron un total 
de 100 células y se determinó el porcentaje de fluo-
rescentes. 

Proliferación con antígenos y mitógenos 
Se utilizaron PHA (Difco) a 0.5 µg/ml, Con -A 

(Sigma) a 4 µg/ml y PPD a 4 mg/ml. Este último, 
obtenido y procesado en nuestro laboratorio del 
medio de cultivo de Mycobacterius tuberculosis 
cepa H37Rv, precipitado con sulfato de amonio 
dializado contra PBS y filtrado por 0.2 µ y cuyas 
proteínas se cuantificaron por el método de Brad-
ford (74). Las células se sembraron en micropla-
tos de cultivo (Nunclon), fondo en U a una con-
centración de lx lO 5 cel/pozo en un volumen final 
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de 200 μl/pozo, incubándolas durante 72 h a 37°C/ 
5% C 0 2 y ambiente húmedo (CGA-Precision). 
Finalmente se pulsaron con 0.5 μCi/ροzο de 
3HTdR (Amersham) en 50 μl de M. Se efectuó un 
control negativo con células en Μ C. 

Cuantificación de interleuquina 1β 
Se utilizó un ensayo inmunoenzimático para 

cuantificar la IL-Ιβ en los sobrenadantes de los 
CML (Interleukin 1 β ELISA. Cistron, Biotechno-
logy, N.J, EE.UU). Los pozos estaban precubier-
tos con un anticuerpo monoclonal de ratón anti-IL 
1β. Se depositaron 100 μl de sobrenadantes de 
CML realizados en presencia de GGHIV a 2 y 4 
mg/ml y recolectados en diferentes tiempos con 
su respectivo control. Las muestras se incubaron a 
37°C/1 h y se lavaron tres veces con 300 U1 de 
PBS más 0.1% de Tritón x-100 y 0.02% de Tio-
merosal. Luego se agregaron 100 μ1 de un anti-
cuerpo de conejo anti-IL 1β incubando 1 h/37°C, 
se lavaron como en el paso anterior y se agregaron 
100 μl de un antisuero de cabra anti-conejo conju-
gado con peroxidasa de rábano. Nuevamente se 
incubaron por 30 min a temperatura ambiente para 
luego lavar tres veces y adicionar 100 μl de una 
solución con D-fenilen-diamina (DPD) y peróxi-
do de hidrógeno, dejando incubar 15 min a tempe-
ratura ambiente, al cabo de los cuales, se paralizó 
la reacción con 50 μl de ácido sulfúrico 4N. La 
intensidad de la reacción colorimétrica se leyó en 
un microlector de ELISA (Minireader 11), Dyna-
tech Laboratories, EE.UU.) con un nitro de 490 
nm. Se construyó una curva patrón con estándares 
entre 20 y 1000 pg de ΙL1β y blancos con medio 
completo con o sin GGHIV. La cantidad de IL 1 β 
se determinó mediante interpolación con los valo-
res netos de DO: 490 nm de la curva estándar. Es-
tos se dieron en pg/ml de IL 1B. 

Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico se utilizó el progra-

ma de computador Statgraphics, el cual se corrió 
en un Clon XT, IBM compatible. Se efectuaron 
los tests de ANOVA en una y dos vías, t-student, 
análisis de correlación. Los gráficos se construye-
ron utilizando el programa HG. 

RESULTADOS 
Para iniciar los experimentos con GGHIV 

(Sandoglobulin) se partió de los resultados de la 
electroforesis en papel y la nefelometría realizada 
a la MSH para cuantificar el contenido de proteí-
nas e inmunoglobulinas, cuyos resultados fueron 
los siguientes: 

La osmolaridad de los medios con 10% de 
GGHIV (8 mg/ml), 5% GGHIV (4 mg/ml), 10% 
MSH, 5% MSH y 5% GGHIV + 5% MSH se en-
contró dentro de un rango de 300 a 310 mosmo-
les/1. 

Efecto de la G G H I V a diferentes 
concentraciones sobre el C M L manteniendo 
constante la concentración de la MSH 

Con base en los resultados de la electroforesis 
de proteínas se procedió a realizar el siguiente 
análisis: el medio de cultivo suplementado con 
10% de MSH contiene 1 mg/ml de IgG aproxima-
damente; entonces en los 200 μl/ροzο habrá 200 
μg/pozo de IgG. Partiendo de estos datos, se agre-
gó GGHIV para observar y analizar sus efectos 
sobre el CML. 

Se realizaron CML agregando GGHIV en el 
medio de cultivo con 10% de MSH en diluciones 
dobles desde 50 μg/ml hasta 3.125 μg/ml (Tabla 
1). El porcentaje de respuesta relativa (RR) del 
control fue de 30%. No se encontró una diferencia 
significativa que mostrara un efecto de la GGHIV 
sobre el CML, variando los porcentajes RR entre 
24 y 32%. Posteriormente se realizaron otros expe-
rimentos en los que sólo se efectuó la reacción 
alogénica (A x Bx), agregando GGHIV en dilu-
ciones quíntuples a partir de una concentración de 
5 mg/ml (cinco veces la concentración de IgG del 
MC con 10% MSH) hasta 0.04 mg/ml (Figura 1). 
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Tabla 1. Efecto de la GGHIV sobre el CML. 

Se observó una d isminución en las cpm 
dependiente de la concentración de GGHIV, siendo 
el efecto más notorio a partir de 1 mg/ml. Con 5 
mg/ml las cpm disminuyeron en promedio de 
25.447 a 4.473 alcanzando los porcentajes de 
inhibición (PI) valores entre 73 y 90% (p<0.0001). 
Dosis inferiores a 1 mg/ml arrojaron resultados 
variables sin mostrar efecto inhibitorio. 
Efecto del reemplazo de las proteínas de la 
MSH por GGHIV 

. Como ya se indicó, la efectroforesis de la MSH 
mostró una concentración de 8g/dl de proteínas 
totales, por lo tanto, el medio al 10% de MSH con-

tiene 8 mg/ml de proteínas. Se procedió a efectuar 
experimentos en los cuales se reemplazó progresi-
vamente la concentración de proteínas por GGHIV 
a partir de 2mg/ml hasta 8 mg/ml o sea la concen-
tración total de proteínas del medio de cultivo al 
10% de MSH (Figura 2). Se observó un efecto 
inhibitorio global sobre el CML. Cuando se reem-
plazaron 2 mg/ml de proteínas por GGHIV se en-
contró una disminución en las cpm del control 
autólogo de 2.327 a 328 cpm en el cultivo con 
GGHIV, resultando unPI de 86% (p <0.0001). En 
la reacción alogénica, el control fue de 14.727 cpm 
y el experimental de 863 cpm, lo cual arrojó un PI 
de 94% (p <0.0001). Contra la mezcla de células 
el control fue de 18.985 cpm mientras que en el 
experimental fue de 3.054 cpm. Esto significa un 
PI de 84% (p < 0.0001). El %RR control fue de 
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65% observándose una reducción al 20% con 
GGHIV. 

Al reemplazar concentraciones mayores de 
proteínas por GGHIV los PI ascendieron hasta el 
99% y el %RR disminuyó del 65% al 17% (p 
<0.0001). 

Cuando se sustituyeron concentraciones de 
proteínas inferiores a 2 mg/ml hasta 0.5 mg/ml 
(Figura 3), efectuando sólo la reacción alogénica, 
continúo observándose una inhibición significa-
tiva dependiente de dosis que alcanzó PI entre 61 
y 95% con 0.5 mg/ml de GGHIV (p < 0.0001). 
Efecto de la GGHIV sobre el CML en dos vías 

Se realizaron CML en dos vías utilizando 
GGHIV a 4 y 2 mg/ml encontrándose PI prome-
dio de 72% y 60% respectivamente (p< 0.0001)) 
(Figura 4). 
Efecto de la GGHIV sobre la viabilidad 
celular 

La prueba de microcitotoxicidad de los lotes de 
GGHIV y de la MSH, empleando un panel de cé-
lulas, en algunos casos individuos reaccionantes 
en el CML, fue negativa contra linfocitos T y B a 
todas las temperaturas en seis experimentos dife-
rentes. También se realizaron cultivos de células 
solas en presencia de GGHIV a 4 y 8 mg/ml (Fi-
gura 5). Cada 24 h hasta por cinco días se verificó 
la viabilidad de las células comparándola con con-
troles de los mismos individuos en MC al 10% de 
MSH. Utilizando medio con 4 mg/ml de GGHIV 

la viabilidad de las células a las 120 h fue del 78%, 
con un control de 80%. Al aumentar la concentra-
ción de GGHIV a 8 mg/ml sin MSH, la viabilidad 
disminuyó a partir de las 96 h al 73 y 50%. 
Efecto de la sucrosa sobre el CML 

Para descartar que la sucrosa utilizada como 
estabilizador en la presentación comercial de la 
GGHIV tuviese efectos inespecíficos sobre el CML 
(Figura 6), éstos se efectuaron adicionando sucro-
sa en diluciones dobles a partir de una concen-
tración de 66.6 mg/ml hasta 8.5 mg/ml, equivalen-
te a la que se encontraba en la GGHIV utilizada. 
Los controles se realizaron con MC 10% MSH; en 
los cultivos con sucrosa la concentración fue de 
5% MSH. No se encontró efecto inhibitorio por 
parte de la sucrosa sobre la reacción alogénica en 
los dos experimentos realizados. 
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Efecto de la disminución de la MSH 
sobre el CML 

Con el fin de descartar un posible déficit nutri-
cional al reemplazar en un 50% las proteínas de la 
MSH por GGHIV, se realizaron CML en medio al 
10% y 5% de MSH (Figura 7). Se encontró un 
aumento en el %RR de 74% con 10% MSH a 81% 
con el medio al 5% MSH. Solamente en la res-
puesta autóloga se observó una ligera disminución 
respecto al control con 10% de MSH. En la reac-
ción alogénica y contra la mezcla de células se 
encontró un incremento en las cpm de 14.727 a 
16.552 y de 18.984 a 20.147 respectivamente. No 
se observó efecto de deprivación de nutrientes al 
reducir la concentración de la MSH. 

Efecto de la preincubación del CML a diferen-
tes tiempos y temperaturas en presencia de 
GGHIV 

Se incubaron los CML en presencia de 4 mg/ml 
de GGHIV (AxBx) durante 2 a 4h y 37°C con su 
respectivo control en MC 10% MSH. Después se 
lavaron las células dos veces con medio y se re-
suspendieron en MC 10% MSH hasta él día cinco 
(Tabla 2). La preincubación con esta dosis duran-
te 2 h a 4°C produjo controles de 19.152 y 17.018 
cpm y experimentales con GGHIV de 14.822 y 
13.845 cpm respectivamente, es decir PI de 23% y 
24%. La preincubación a 37°C produjo PI de 27 y 
26%. No se encontró un efecto significativo de la 
preincubación por 2 h a estas dos temperaturas 
sobre la inhibición inducida por GGHIV. 

Cinética de inhibición del CML 
mediada por la GGHIV 

Se efectuaron CML (AxBx) con el mismo es-
quema anterior en presencia de 4 mg/ml de GGHIV 
pero a 37°C, lavando las células y controles dos 
veces con medio a las 4, 8 ,12 y 20 h de iniciado el 
CML (Figura 8). Se encontró un PI promedio del 
67% desde las 4 h el cual ascendió al 80% a las 8 h 
y hasta el 92% después de 20 h de incubación (p < 
0.0001). Posteriormente se realizaron otros expe-
rimentos lavando los cultivos para remover la 
GGHIV cada 24 h hasta las 120 h (Figura 9). Los 
PI fueron muy similares a los obtenidos con 20 h 
de incubación, esto es entre 86 y 97% de inhibi-
ción (p < 0.0001). 
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Efecto de la adición de GGHIV a diferentes 
tiempos sobre el CML 

Cada 24 h entre las 0 y 120 h del cultivo se 
retiraron 100 de los 200 pl de M de cada pozo, 
reemplazando igual volumen con MC con 10% de 
MSH en los controles y con M con 8 mg/ml de 
GGHIV en los experimentales para una concen-
tración final de 4 mg/ml de GGHIV (Figura 10). 
La adición de GGHIV a las 0 h produjo una dismi-
nución de la reacción alogénica en promedio del 
90%. Después de 24 h de iniciado el CML el PI 
disminuyó al 60%, a las 48 h disminuyó a 37% y a 
las 72 h a 25% (p <0.0001). La adición de GGHIV 
a las 96 y 120 h no produjo efectos significativos 
sobre el CML 

Efecto de la preincubación de las células 
respondedoras y/o estimuladoras con GGHIV 

Con el objeto de definir sobre cuál de las célu-
las ejerce la GGHIV su efecto inhibitorio, se reali-
zaron experimentos preincubando las células res-
pondedoras y/o estimuladoras separadamente du-
rante 4 h en medio con 4 mg/ml de GGHIV. Los 
controles se preincubaron en MC. Posteriormente 
se lavaron las células dos veces y se sembraron en 
MC con 10% de MSH continuando el cultivo has-
ta el día cinco (Figura 11). Cuando se incubaron 
separadamente tanto las células respondedoras 
como las estimuladoras, los PI fueron de 32% en 
el experimento 1, 61% en el 2 y 60% en el 3. Al 
preincubar sólo las células estimuladoras se ob-
servó que en dos de los tres experimentos (excep-
to 1 y 2), la inhibición fue de la misma magnitud 
que cuando se preincubaron ambas células. (34% 
y 53%), mientras que en el experimento dos dis-
minuyó del 61% al 35%. Al preincubar sólo las 
células respondedoras los PI fueron de -7, 37 y 
22% respectivamente. 

Efecto de la GGHIV sobre la proliferación 
inducida con mitogénos y antígenos 

Para determinar si el efecto de la GGHIV era 
específico sobre la reacción alogénica se realiza-
ron una serie de experimentos utilizando células 
estimuladas con Con A. PHA y PPD en presencia 
de GGHIV a 4 mg/ml con sus respectivos contro-
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Figura 12. Efecto de la GGHIV sobre la proliferación inducida 
por CONA. 

les. Se encontró que la GGHIV produjo una dis-
minución significativa (p < 0.0001) en las cpm de 
las células estimuladas con Con A en los cuatro 
experimentos realizados (Figura 12). En el experi-
mento 1 disminuyó de 15.770 a 10.019 cpm y de 
16.702 a 3.555 cpm en el experimento 2, oscilan-
do los PI entre 36 y 81% para los cuatro experi-
mentos realizados. En los dos experimentos con 
PHA (Figura 13), se observó una disminución en 
las cpm de 17.357 a 7.608 y de 24.189 a 7.719 
cpm, es decir PI de 56 y 68% respectivamente. 
También se encontró una disminución notable de 
la conformación en grumos característica de las 
células estimuladas con PHA así como de su apa-
riencia distinta al microscopio. En el caso del PPD 
(Figura 14), se presentó una disminución de las 

Figura 13. Efecto de la GGHIV sobre la proliferación inducida 
por PHA. 

cpm en todos los casos, como en el experimento 
1, en el cual bajó de 6.344 al 951 cpm. Esto produ-
jo un PI promedio de 8% el cual se repitió en pro-
medio para los tres experimentos restantes. 

Efecto de la IL-2 rH sobre el CML . 
en presencia de GGHIV 

Estos experimentos se realizaron con el objeto 
de estudiar la capacidad de la IL-2 rH para revertir 
la inhibición inducida por la GGHIV (4mg/ml). 
Para ello se adicionaron 100 p/ml de IL-2 rH al 
CML cada 24 h hasta las 72 h (Figura 15). Se rea-
lizaron controles sin IL-2, con y sin GGHIV. En el 
experimento uno, al agregar la IL-2 desde las 0 h 
se incrementaron las cpm de 9.254 a 19.256 con 
un control de 28.628 cpm, es decir, se redujo el PI 
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de 68% a 32%. La adición de IL-2 rH a las 24 ,48 
y 72 h produjo valores promedio en cpm de 14.704 
manteniéndose los PI en 48%. En el experimento 
dos la adición de IL-2rH desde las 0 h logró rever-
tir completamente la inhibición inducida por la 
GGHIV de 642 a 26.582 cpm, por encima del con-
trol que fue de 15.574 cpm. Al adicionarla a las 24 
h la reversión fue menor, pues se encontraron 
12.374 cpm, a las 48 h, 11.899 y a las 72 h, 8.858 
cpm. Los PI fueron de 20, 23 y 43% respectiva-
mente. En el experimento tres la adición de IL-2 
rH desde las 0 h sólo elevó las cpm de 15.639 a 
20.763 y el PI disminuyó de 55 a 40%. En prome-
dio los valores en cpm a las 24, 48 y 72 h se man-
tuvieron en 18.867 y los PI en 45% frente a un 
control de 15.639 cpm y un PI de 55%. 

Efecto de la GGHIV sobre la expresión 
del receptor de IL-2 

Se realizaron CML en presencia de 4 mg/ml de 
GGHIV y controles de los mismos individuos reac-
cionantes en MC con 10% de MSH. Se efectuó el 
estudio de inmuno fluorescencia indirecta para 
comparar la presencia del receptor de IL-2 entre 
las células de CML con GGHIV y sus respectivos 
controles (Tabla 3) a las 72 y 120 h de iniciarse la 
reacción como control positivo se utilizaron célu-
las estimuladas durante 72 h con PHA (0.5 μg/ml) 
del individuo respondedor. A las 72 h el 81% de 
los blastos PHA, el 13% de las células del CML 
control y 11 % del CML con GGHIV, fueron posi-
tivos para el anti-Tac. A las 120 h el 14% de los 
controles fueron positivos. Se observó en estos 
últimos la presencia de células blásticas negativas 
para el anti-Tac mientras que en los controles todos 
los blastos eran positivos. 

Efecto de la GGHIV sobre la IL-1 β 
en los CML 
Mediante un enzimo inmunoanálisis se cuanti-

ficó la cantidad de IL-1 β producida por las células 
en CML a diferentes tiempos y con concentracio-
nes de 2 y 4 mg/ml de GGHIV. No se observó un 
patrón definido del efecto de la GGHIV sobre la 
producción de IL-1 β, puesto que en algunos expe-
rimentos se encontró aumento o disminución en la 
cantidad de IL-1β presente en el sobrenadante. 

DISCUSION 
En los experimentos iniciales se buscó estable-

cer la concentración efectiva mínima capaz de 
modular la reacción alogénica. Para ello se reali-
zaron CML agregando GGHIV en concentracio-
nes bajas, manteniendo constante la concentración 
de la MSH. No se observó ningún efecto sobre la 
alorreactividad en el CML. Cuando se utilizaron 
dosis mayores, se encontró un efecto inhibitorio 
dependiente de dosis a partir de lmg/ml o sea que 
al menos in vitro, si se eleva la concentración de 
IgG entre dos y cinco veces la concentración nor-
mal (lmg/ml) en el medio de cultivo con 10% de 
MSH, se produce una inhibición significativa de 
la reacción alogénica dependiente de dosis. Esto 
demuestra que existe un limite en la concentra-
ción de GGHIV para ejercer este efecto biológico, 
medible por la incorporación de 3HTdR. De acuer-
do con los mecanismos de acción postulados (24, 
28), las dosis bajas no alcanzarían a saturar los 
receptores, modular las moléculas de superficie 
involucradas y producir señales regulatorias capa-
ces de bloquear las células presentadoras de antí-
geno y/o los linfocitos T. 

Cuando se procedió a sustituir las proteínas de 
la MSH por GGHIV con base en los resultados de 
la electroforesis de proteínas, se encontró que al 
reemplazar entre 0.5 y 2 mg/ml de éstas por 
GGHIV había una inhibición sistémica en todos 
los experimentos. Dicha inhibición se presentó 
sobre las respuestas autóloga, alogénica y contra 
la mezcla de células de personas no relacionadas. 
A medida que se incrementó por encima.de 2 mg/ 
ml el reemplazo de proteínas por GGHIV, la inhi-
bición fue casi total (90 a 99%). 
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Se quiso establecer si en el caso del CML en 
dos vías el efecto inhibidor prevalecía, dado el 
hecho de que ninguna de las células estaba irradia-
da y la respuesta proliferativa sería máxima. Se 
observó una inhibición similar (60 y 70%), frente 
a las cmp del control sin GGHIV. 

Ante la magnitud del efecto supresor produci-
do por la GGHIV sobre la reacción alogénica, se 
procedió a descartar que fuese debida a un fenó-
meno tóxico de ésta sobre las células. Los resulta-
dos de las pruebas en microcitotoxicidad fueron 
siempre negativos para los lotes de GGHIV utili-
zados descartando la presencia de citotoxinas. Se 
analizó también la viabilidad de las células en cul-
tivo con GGHIV utilizando las dosis máximas 
empleadas en los ensayos. No se encontró una dis-
minución de la viabilidad celular en presencia de 
GGHIV. Sólo cuando se reemplazaron todas las 
proteínas por GGHIV, la viabilidad a las 120 h 
disminuyó a 50%. La sucrosa utilizada como esta-
bilizador en la presentación comercial de la 
GGHIV demostró no tener efecto inhibitorio so-
bre el CML aun en concentraciones mucho mayo-
res que las utilizadas en los ensayos. Por otra par-
te, se realizaron experimentos para determinar si 
la reducción al 5% de la MSH en los CML altera-
ba la viabilidad, sin encontrar inhibición alguna; 
se encontró, por el contrario, un ligero incremento 
del 6 al 12% en las cpm de los CML realizados 
con 5% de MSH. 

Otros factores como la osmolaridad y el pH de 
los medios con GGHIV a diferentes concentracio-
nes (4 y 8 mg/ml de GGHIV + 4 mg/ml de MSH) 
se encontraron dentro de los límites fisiológicos. 
Todas estas evidencias experimentales demuestran 
que la supresión encontrada al agregar GGHIV al 
CML, es debida a una modulación biológica de 
las funciones celulares y no a una alteración tóxi-
ca de la célula o a una deprivación nutricional que 
comprometa la viabilidad celular. 

La preincubación con GGHIV de los CML du-
rante 2 a 4 h a 37°C produjo PI de 23 y 26% res-
pectivamente. Estos resultados inducen a pensar 
que el fenómeno inhibitorio es temprano y que la 
temperatura a la cual se realice la unión de la 
GGHIV con las células en el CML no es decisiva, 

lo cual presupone que si la reacción se da a 4°C 
los procesos metabólicos no juegan un papel de-
terminante, al menos en ese período. Esto sugiere 
una interacción tipo ligando-receptor de conside-
rable afinidad, siendo la fracción Fc y su receptor 
(RFc), (27, 28) los componentes más opcionados 
a reaccionar bajo estas condiciones. Las células 
implicadas directamente en la respuesta alogénica 
(Linfocitos T, Linfocitos B, macrófagos, células 
NK, células dendríticas reticulares), poseen 
receptores para la fracción Fc (21, 22). Se conoce 
que que la unión de esta fracción a su receptor 
ejerce actividades inmunomoduladoras sobre las 
células (27-33, 35-37) y podría ser clave en la su-
presión observada de la respuesta alogénica. Para 
comprobar esta hipótesis se tendrían que realizar 
CML agregando sólo la fracción Fc o F(Ab)2 de 
las inmunoglobulinas y constatar si la inhibición 
es Fab, Fc dependiente o si requiere de la molécu-
la intacta. 

Cuando se realizaron otros experimentos incu-
bando los CML durante tiempos variables con 
GGHIV se observó un efecto inhibitorio depen-
diente del tiempo de incubación, llegando a un 
punto máximo que se sostuvo a partir de las 20 h. 
Es de resaltar que el efecto se mantuvo a pesar de 
retirar la GGHIV del medio y que con sólo 4h de 
incubación los PI llegaron al 67% y con 20h al 
99%. Cuando se agregó la GGHIV cada 24 h des-
pués de iniciado el CML se observó que la inhibi-
ción disminuía en relación con el tiempo y que 
después de 72 h no se producía efecto inhibitorio. 
Estos resultados confirman la sospecha inicial de 
que la acción se produce en un estadio temprano y 
es factible suponer que sea en la fase del reconoci-
miento alogénico o de la activación celular. Los 
mecanismos iniciales podrían comprometer la 
comodulación de receptores y/o antígenos de his-
tocompatibilidad, moléculas de asociación en los 
linfocitos T, B, macrófagos, o células dendríticas 
reticulares. La mejor forma de comprobar esto sería 
efectuando experimentos de doble marcaje con 
fluorocromos, uno para la GGHIV y otro para el 
anticuerpo antimolécula o receptor, cuya comodu-
lación se quiere investigar. 

Otro mecanismo sería la alteración en la pro-
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ducción de interleuquinas y/o sus receptores, tra-
duciéndose en última instancia, sea cual fuere la 
acción inicial, en una disminución notable de la 
respuesta proliferativa. 

La preincubación de las células estimuladoras 
o respondedoras separadamente con GGHIV re-
veló una inhibición mayor, aunque no concluyen-
te, al preincubar solo las células estimuladoras. 
Este dato sugiere que la población sobre la cual la 
GGHIV ejercería un mayor efecto sería la de célu-
las estimuladoras. En el CML los linfocitos B, ma-
crófagos y células dendríticas reticulares, actúan 
como células estimuladoras. Estas podrían fallar 
en la producción o expresión de señales como la 
IL-1, los antígenos de histocompatibilidad clase I 
y II o en establecer uniones para el reconocimien-
to estrecho entre los linfocitos T y las células esti-
muladoras debido a la modulación de moléculas 
de asociación (ICAM-1, ICAM-2, LFA-3) (61,62, 
75-80). 

Por otra parte, las células estimuladoras prein-
cubadas con GGHIV podrían producir PgE2, la 
cual es un reconocido inmunosupresor (81, 82), 
que además disminuye la expresión de los antíge-
nos clase II (81-83), contribuyendo a la falta de 
estímulo alogénico. Habría que realizar experi-
mentos en los que se utilice indometacina para 
inhibir su posible producción y comprobar esta 
hipótesis. 

Recientemente se han encontrado inhibidores 
biológicos de la IL-1 (84), algunos producidos por 
los macrófagos cultivados con complejos inmu-
nes o IgG, uno de los cuales bloquea la unión de la 
IL-1 a su receptor. Es posible que la GGHIV in-
duzca su producción y de esta manera podría inhi-
bir la señal inicial dada por la IL-1 sobre las célu-
las respondedoras (84-87). 

El efecto de la GGHIV no es específico sobre 
la reacción alogénica; se encontró que inhibe la 
respuesta proliferativa inducida por mitógenos 
como la Con A y PHA, así como a un antígeno 
soluble, el PPD. Esto indica que el mecanismo 
inhibitorio actúa posiblemente a través de vías 
comunes de activación tales como la producción 
de interleuquinas y/o sus receptores en las células 
o induciendo la liberación de factores supresores 

o bloqueadores como se analizó anteriormente y 
que en el caso de los mitógenos, no es debido a 
una modulación de los antígenos de histocompati-
bilidad. En los experimentos con PHA, la GGHIV 
redujo notablemente la formación de grumos ca-
racterística de las células estimuladas con PHA; 
esta conformación se adopta por la producción de 
moléculas de adhesión que intervienen en proce-
sos de reconocimiento asociativo entre las células 
(88,89); es posible que la GGHIV pudiese estar 
modulando negativamente su expresión. Es im-
portante resaltar que las inmunoglobulinas provie-
nen de un conjunto genético de origen ancestral 
llamado la superfamilia de las inmunoglobulinas 
(89), a la cual pertenecen una serie de proteínas 
como el receptor T, los antígenos de histocompa-
tibilidad, CD2, CD3, CD4 y CD8 (90), las cuales 
intervienen en procesos de reconocimiento, trans-
ducción, asociación y activación celular. Los 
cambios a nivel de la membrana celular inducidos 
por la saturación y entrecruzamiento de los RFc, 
los productos de degradación de las inmunoglobu-
linas, podrían alterar la función de estas proteínas 
tan importantes. Si provienen de los mismos ge-
nes ancestrales, es posible que sean reguladas de 
tal manera que la GGHIV pudiera ejercer una ac-
ción moduladora. Esto contribuiría a explicar la 
inespecificidad del fenómeno. Siguiendo este or-
den de ideas, en los experimentos de adición de 
IL-2, se observó que sólo si se agregaba entre las 0 
y las 24 h de iniciado el CML, se producía una 
reversión parcial del efecto inhibitorio. En un ex-
perimento, justamente en el que la GGHIV produ-
jo mayor inhibición, se encontró una sobreestimu-
lación, hecho para el cual no se tiene explicación. 

Si el efecto se traduce en una falta de respuesta 
proliferativa ante diversos estímulos, es lógico 
pensar que la vía de activación por IL-2 esté afec-
tada (66,67,70,71). Enlos experimentos con anti-
Tac se evidenció que al menos a las 120 h las célu-
las del CML con GGHIV mostraron una franca 
disminución en la expresión del receptor para la 
IL-2 (IL2R). A las 72 h no se encontró diferencia 
en el porcentaje de células positivas para el Tac 
entre el CML con GGHIV y su control. Este he-
cho contrasta con los resultados de adición de IL-
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2, la cual no logra revertir el efecto supresor cuan-
do se agrega a las 72 h a pesar de que el IL-2R esté 
presente. Es factible considerar dentro de las posi-
bles explicaciones de este hallazgo, el que se esté 
produciendo un fenómeno de inactivación de la 
señal atribuible a una alteración en la funcionali-
dad del receptor; los cambios en la fluidez de la 
membrana debidos al entrecruzamiento de los RFc 
(28-31) podrían inhibir la afinidad del IL-2R, así 
como la transducción de la señal de unión de su 
ligando, impidiendo que la IL-2 actúe. El encon-
trar células blásticas Tac negativas implica un 
posible catabolismo, internalización o liberación 
al medio de éste. También se observó que 81 % de 
las células estimuladas con PHA sin GGHIV como 
control positivo expresaban el IL-2R; su morfolo-
gía era francamente blástica y en agregados celu-
lares era de difícil disrupción. Los ensayos para 
detectar cambios en la producción de IL-1B no 
arrojaron datos concluyentes; se encontró en algu-
nos casos aumento o disminución no significati-
vos. 

Las investigaciones futuras en esta área se de-
ben encaminar a reproducir y completar algunos 
de los experimentos anteriores y realizar otros, con 
el fin de dilucidar aún más los mecanismos bási-
cos de inhibición de la respuesta proliferativa, 
como son la producción de IL-2 e IL-1, la regula-
ción y expresión de sus receptores, la comproba-
ción de que el efecto es F(ab)2 o Fc dependiente, 
la comprobación de la comodulación de recepto-
res, moléculas de asociación e integrinas. Poste-
riormente se podría iniciar una fase clínica en la 
que se utilizaría la GGHIV como un inmunomo-
dulador  de la reacción alogénica. Existe suficien-
te experiencia acumulada en el mundo gracias a 
los tratamientos de las inmunodeficiencias y en-
fermedades autoinmunes como para utilizarla con 
seguridad (1- 11,23-26,91,92). 

Tendría utilidad concreta en el caso de los tras-
plantes intrafamiliares y las transfusiones especí-
ficas, cuyo riesgo de sensibilización que es de 10 
a 30% (93) es preocupante debido a las connota-
ciones futuras de sobrevida y espera de un tras-
plante cadavérico. La administración de GGHIV 
pretrasplante, pretransfusión, perioperatoria y/o 

para preincubación de las células a transfundir del 
donante, así como los ciclos de mantenimiento con 
las dosis convencionalmente utilizadas (400 mg/ 
kg/d), las cuales producen concentraciones farma-
cológicamente activas que se correlacionan con 
los hallazgos in vitro, podrían favorecer la induc-
ción de un estado de tolerancia. La IgG monomé-
rica intacta produce tolerancia cuando se adminis-
tra con antígenos (94, 95). Esto contribuiría a la 
generación y activación de células supresoras, anti-
cuerpos anti-idiotípicos (54, 66, 68, 96), bloqueo 
del sistema monocítico fagocitario (31), disminu-
ción de la actividad NK (34) y otros posibles me-
canismos que disminuirían la interaccción de las 
células efectoras con las células presentadoras de 
antígeno o sus blancos. Por otra parte, como la 
GGHIV modula la producción de anticuerpos (26, 
28, 65), ejercería una regulación negativa sobre la 
producción de anticuerpos citotóxicos y autoanti-
cuerpos, como en el caso de las citopenias autoin-
munes (31). Probablemente, podría impedir la alo-
sensibilización (97, 98), y aun, en el caso de estar 
instaurada, evitaría o disminuiría la acción de los 
sistemas efectores (22). 

Los niveles de IgG regulan la producción de 
factores fijadores de IgG (IgG Bf) los que a su vez 
junto con los linfocitos T supresores isotipo-espe-
cíficos regulan la producción de ésta (54, 55, 99). 
Tal mecanismo se encuentra mejor estudiado a 
nivel de la regulación de IgE (100). En este proce-
so intervienen linfocitos TH1 y TH2 (101), inter-
ferón gamma e interleuquinas como la IL-4 e IL-5 
(101), orquestando un fino engranaje que se en-
cuentra alterado en diversas entidades autoinmu-
nes, neoplásicas e infecciosas en los que la hiper-
gamaglobulinemia contribuye al estado de in-
munosupresión (55, 101-103). Es posible que la 
GGHIV dependiendo de la dosis, las subclases y 
los diferentes tipos de GGHIV utilizados, contri-
buya a balancear este sistema. 

Se sabe que los linfocitos B son muy eficaces 
en la presentación de antígenos (77) y que la satu-
ración y entrecruzamiento de los receptores Fc, 
puede inhibirla síntesis de inmunoglobulinas (28-
31). Este es otro posible mecanismo de acción que 
podría operar en los pacientes con auto o alo-anti-
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cuerpos. La presencia de anti-idiotipos de reac-
ción cruzada en la GGHIV y de anti-idiotipos que 
inhiben la ADCC por anticuerpos contra antíge-
nos clase I (M. Kazatehkine, comunicación perso-
nal), podrían favorecer a estos pacientes, como se 
ha demostrado en otras citopenias y enfermeda-
des autoinmunes (31, 38,42). 

Exis ten ev idenc ias expe r imen ta l e s que 
demuestran in vivo e in vitro que la GGHIV re-
vierte los depósitos de complejos inmunes a nivel 
de riñon (104-106), con mejorías dramáticas de la 
función renal, en casos resistentes a corticoeste-
roides y otros inmunosupresores. Esto despliega 
un nuevo campo en la investigación de la preven-
ción de la falla renal terminal en las glomerulopa-
tías. 

Con base en los hallazgos in vitro, podría pen-
sarse que la GGHIV induciría un estado paradó-
jico de inmunosupresión tal, que los pacientes 
podrían tener una mayor propensión a infecciones 
intra o extracelulares. La experiencia clínica es 
c a t e g ó r i c a s demostrarlo contrario (1-14,23-26). 

Debe considerarse que la GGHIV no es, ni será, 
la solución mágica al problema, pero sí podría 
contribuir junto con otras terapias a mejorar la 
supervivencia del injerto y la calidad de sobrevida 
en los pacientes trasplantados; se constituiría en 
un arma bifuncional muy eficaz, ya que por un 
lado modularía el rechazo alogénico y por otro, 
conferiría inmunidad humoral pasiva, disminu-
yendo el riesgo de infecciones, las dosis de inmu-
nosupresores y la alosensibilización, mejorando 
así el pronóstico y la sobrevida de los pacientes 
trasplantados. Sin esta comprobación, el anterior 
trabajo pasaría a engrosar la lista de empolvadas 
publicaciones en las bibliotecas. 

CONCLUSIONES 
1) La GGHIV utilizada en estos experimentos 

(Sandoglobulin: IgG monomérica intacta, tratada 
a pH 4) ejerció un potente efecto supresor sobre la 
reacción alogénica. 2) Dicho efecto fue proporcio-
nal a la dosis empleada, alcanzando un nivel má-
ximo con 2 mg/ml de GGHIV. 3) Los resultados 
experimentales no fueron inducidos por un déficit 
nutricional en los medios, por efectos citotóxicos 

de la GGHIV o de la MSH. 4) El efecto inhibitorio 
no se vio modificado por la temperatura a la cual 
se realizó la incubación inicial del CML con la 
GGHIV. 5) La inhibición fue proporcional al tiem-
po de incubación con GGHIV, siendo máxima con 
20 h de incubación. 6) No se necesitó la presencia 
continua de la GGHIV en el medio de cultivo para 
que se diera el efecto inhibitorio, el cual resultó 
inversamente proporcional al tiempo de adición al 
CML. 7) La preincubación de las células estimula-
doras parece inducir una mayor inhibición de la 
reacción alogénica. 8) El fenómeno de inhibición 
no es específico sobre la reacción alogénica; se 
observó también sobre la proliferación inducida 
por Con A, PHA y PPD. 9) Se revirtió parcial-
mente la inhibición al adicionar IL-2 rH entre las 
0 y las 24 h de iniciado el CML. 10) La GGHIV 
inhibió la expresión del receptor de IL-2 en las 
células del CML a las 120 h. 

SUMMARY 
The effect of Intravenous Human Gammaglob-

ulin (IVHGG) on the allogenic reaction in vitro, 
by using Mixed Lymphocyte Culture (MLC), was 
studied among healthy individuals. The prolifera-
tive response was inhibited between 61 and 99% 
with IVHGG concentrations above 0.5 mg/ml. This 
inhibition was not due to cytotoxic factors present 
in the commercial product (IVHGG) and/ or to 
nutritional defficiency of the culture media. The 
inhibition was time dependent, greater between 0 
h (90%) and 48 h (40%) and was not specific for 
the allogenic reaction as it was also found on the 
proliferative response to Con A (63%), PHA (62%) 
and PPD (84%). The above results are discussed 
as well as IVHGG possible usefulness as immu-
nomodulator in tissue transplantation. 
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