
UNIVERSITAT P £ lA*CfcIX*»A 
wmsmMmmmc&Kmmiotócm^wi»*AmstM%àmmxa& 

FACULTAT D8 FARMÀCIA 

MMUNOTmÀPlÀ DE L'ARTKTTIS ¿DJUVANT 
àim ANTICOSSOS MONOCLOMMJ 

ANTiuMrocfncs 

T1SI PRESENTADA FER 0PTA1 AL GRAU DE DOCTOR EN F A I M A O A 

PlOGtAMA D l DOCTORAT: 
HSIOPATOIJOGÏA I PATOLOGIA MOLECULAR 

SIENTO 1991-1993 

Dimerous: 
DIA. MARGARIDA CASTHi í ESCUSR 
D I A . ANGELS FRANCK Í MASFERRER 

TOTOl: Dl . MQU1L MOCT6 i fHJRAGUSA 

CARME PELEGRÍ i GABALDÀ 

BARCELONA 1995 



Article 4 



• 



ADMINISTRATION OF À NON-DEPLETING ANTI-CD4 MONOCLONAL 
ANTIBODY (W3/25) PREVENTS ADJUVANT ARTHRITIS, EVEN UPON 
RECHALLENGE. PARALLEL ADMINISTRATION OF A DEPLETING 
ANTI-CD* MONOCLONAL ANTIBODY (OX8) DOES NOT MODIFY TBE 
EFFECT OF W3/25 

Cellular Immunology 165:377-1S2 (1995) 

RESUM 

Objectiu: Estudiar la implicació dels limfòcits CD4* i CD8* en cl desenvolupament de l'AA 
mitjançant d tractament preventiu amb AcMo dirigits contra aquestes subpoblacions 
limfocíüques. 

Material I mètodes: L'AA es va induir en rates Wistar mitjançant una única injecció de 
Mycobacterium buryncum. Durant el període de lateada de !a patología, les rates van ser 
tractades amb 1'AcMo W3/25 (anti-CD4). amb ¡'AcMo 0X8 (anü-CD8) o amb el dos AcMo 
conjuntament. Posteriorment, es va realitzar una reinducció de l'AA als grups que no havien 
desenvolupat la patologia. La gravetat de l'artritis es va valorar mitjançant l'índex d'artritis. 
Els efectes dels AcMo a nivell cel·lular es van avaluar per citometria de flux. Els nivells 
plasmatics U'AcMo administrat i d'anticossos dirigits contra el micoòacteri es van mesurar 
per tècniques d'ELISA. 

Resultats: La immunoterapia preventiva amb l'AcMo W3/25 administrat sol o conjuntament 
amb l'AcMo 0X8 va inhibir el desenvolupament del procés inflamatori de l'AA, fins i tot 
després d'una reinducció de la patologia. En canvi, l'administració de l'AcMo 0X8, tot i que 
va aconseguir una deplecció «ompleta de ¡a subpobUció CD8*. no va modificar el curs de 
l'AA. L'administració de l'AcMo W3/25 va produir majontàrument la modulació de la 
molècula CD4 i no la deplecció dels limfòcits T C D 4 \ B s nivells d'anticossos 
anümicobacten en els grups traçuts amb AcMo van ser similars als desenvolupats pel grup 
artrític control. 

Conclusions: Un AcMo anti-CD4 no depleccionant, el W3/25, és capaç de prevenir el 
desenvolupament de l'AA, fins i tot enfront d'una segona inducció tardana. Aquest efecte és 
independent de la producció d'anticossos antimicobacteri. Els limfòcits T CD8* no són 
rellevants en el desenvolupament de l'AA i no semblen exercir un paper regulador dels 
limfòcits T CD4*. 

95 





C!LU."tAB MMCKOLOOY I I S , 1 7 7 - 1 8 2 <1W6> 
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The «in of this study was to determine the effects of 
the anli-CD4 monoclonal antibody IntAb» wlltS. found 
to be nondepleting. on the onset of rat adjuvant arthri­
tis i AAi, and, in addition, to ascertain «nether deple­
tion of CIM cells during the sanie period could inter­
fere with those effects. Female Wistar rats in which 
AA had been induced were treated with W,t 25 and or 
OX8 (anti-rat CM) mAb during the latency period of 
arthritis, W325 alone or in combination with OXS pre­
vented the inflammatory process of AA When the pro­
tected groups were rechallenged with a second dose of 
Mycobacterium hutyricum no arthritis was observed. 
Protected and nonprotected arthritic animals devel­
oped the same anti-ntyenbacteria antibody levels as 
the arthritic control group. This study indicates that 
a nondepleting anti-CD4 mAb ran prevent AA. while 
CDS lymphocytes do not appear relevant for the de­
velopment of AA ar>d do not seem to have a regulatory 
role for CD4 cells. i* 

INTRODUCTION 

The discovery of an effective treatment for an in 
¡temmatory arthritic diseane requires an intirnate 
knowledge of the cells and molecule» which initiate and 
maintain the arthritic process In human studies, it is 
difficult to investigate what happens before the clinical 
phase of the disease, because the first events of human 
arthritis are usually asymptomatic. The une of experi­
mental models of arthritis solves such problems Al­
though several «tudies have attempted to clarify the 
arthritic process <l,2i. further sludies in vivo are 
needed to elucidate the complexities of the cellular and 
molecular mechanisms responsible for the initiation of 
arthritic diseases 

Adjuvant arthritis < AA»1 is an experimental model of 

1 AhhrcvizlH.n» used AA adjuvant artfcrtlst, tnAb, monoclonal an­
tibody, Mb. ttytobacttrtuia tuttyrtcum. MF1. mean flunreacfM* in-
twimty, PBL. peripheral Mood lymphocyte*. 

arthritis commonly used to study new antj-inflamma-
ton and anti-arthritic drug* Although the pathogene­
sis of AA is unknown, a strong T-lymphocyte depen­
dence has been described <3—5' and the beneficial 
effects m AA of W3 13, an anti-pan T monoclonal anti­
body 'mAb¡ !©,_ K";]̂  a n anti-aJ-TCR mAb '7-, and 
OX35, a depleting anti-CEM mAb «8i, have beer, re­
ported. 

In the presen' study, another anti-CD4 mAb. W3 2" 
was found to be nondenleting and it» potential immu­
nomodulatory effects on the onset of rat AA were ascer­
tained Moreover, in order to determine whether deple­
tion of CDh' cells amid mterfer in these effect», both 
mAb W3 25 • OXH were administered together during 
the latency phase of AA When the protective capability 
of W3 25 administered alone or in combination with 
0X8 had been demonstrated, a rechallenge of AA was 
performed <»n those groups» treated with W325 or with 
W3.'25 * OX8. long after the antibody has been cleared 
In add.tion. we studied the effect upon humoral re­
sponse te mycobacteria in protected and nonpiotected 
arthritic animals 

MATERIALS AND METHODS 

Arthritis induction Female Wistar rats > 180-200 
g. Charles River. Spain' were injected intradermal^ in 
the tail base with 0 1 ml of an oil suspension of heat-
killed Mycobacterium butyncum «Mb <5 mg ml. Eh feo 
Laboratories. Detroit. MI» For determination of the 
arthritic score, lesions of the four paws were each 
graded from 0 to 4 according to the extent of erythema 
and edema of the periarticular tissue as described by 
Wood et al i9> All scoring» were performed blind 

mAb W3/25 «mouse IgGl. anti-rat CD4 «Id and 
OX8 i mouse IgGl. anti-rat CDS' «11» hybndoma 
(ECACC» were used. 124 1D1 (mouse IgGl, anti-hu­
man CD" i, used a« a control isotype mAb, was a kind 
gift from Dr. Vilella (Hospital Clinic Provinc»«.l. Barce-
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lona, Spain i. Antibodies were obtained from ascitic liq­
uid punfed by protein A column, and quantified spee-
trophotometrically Antibodies were administered us­
ing PBS as vehicle and the delivery volume was 2 ml 
per injection. 

mAb administration protocols. Rats were distrib­
uted in six groups of seven animal* each Three groups 
were treated i.p. with 3 mg of Wa*25 mAb, 1 mg of 0X8 
mAb, or both together <3 mg W3/25 - 1 mg 0X8» on 
Day 0, before arthritis induction, and on Days 2, 4. 7, 
9, Í1, and 14 thereafter A group of healthy animals, a 
group of arthritic rat* < treated only with PBSi. and a 
group of arthritic rats treated with 3 mg of the isotype 
control mAb were used a* controls Dose* of W;i 25 and 
OXS mAb were chosen in p-.lot experiment!*, on the ba­
sis of their ability to apparently eliminat** blood CD4 
and CDS lymphocyte* for at least 72 hr 

Retnduction. On Day 59, i.e . 45 days after the last 
administration of mAb, both W;i 25- and W3. 25 • OXH-
treated group* were rechallenged with the same dose 
of Mb a» in the arthritis induction »see above • Arthritic 
score was measured until Day **6 

Determination of T lvmphfH-\te subpopulatiuns. On 
Days 8. 17, 24, 30, 38. and 49 post-induction, blood 
sample.* were taken by retroorbital puncture and col­
lected in EDTA-coated Multivette tub***. 'Sardstedt. 
Spain' Before staining, erythrocyte* were lysed with 
NH4C1 and lymphocyte subsets were determined by in 
direct immunofluorescence and flow cytometry as de­
scribed previously < Ï2 Briefly, cells were incubated 
with anti-rat CD4 < W3 25 . anti-rat CD* • OX* >. or with 
an irrelevant mAb as a negative control FÍTC.conju­
gated goat F<ab'* anti-mouse IgG «Sigma Immuno­
chemicals. Spam' was added as a second antibody. 
Cells were analyzed on a Epics flow cytotneter «Coulter 
Corp., US A •.. Forward side scatter gates were set to 
include all viable lymphocyte* by staining T- and B-
lymphf<ytes together Three thousand events were an­
alyzed using the Epics Elite flow cytometry worksta­
tion program version 3 25 «Coulter > and the results 
were displayed as histograms 

Mouse IgGl let el* in plasma. An enzyme-linked im­
munosorbent assay ELISA- was performed Polysty­
rene mtcroELlSA plates < Labsystems, Spain were in­
cubated overnight with 5 pg. ml rabbit anti-mouse IgGl 
<Dako, Glostrup, Denmark» at room temperature Fol­
lowing incubation of test samples, peroxidase-conju-
gated goat anti-mouse < Fab specific > Igti < Sigma Immu­
nochemicals. Spain» was added Both antibodies were 
adsorbed with rat serum proteins Mouse IgGl from 
ICN ImmunoBiologicab' USA 1 was used as standard. 

Anti Mb antibodies. Plasma levels of anti-Mb anti-
bodief were measured as described previously * 13». 
Since a standard was not available, a pool dilution ob-
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FIG. 1. Mou«r lg<il level» detected in Fit plasma falUm.ng ad-
mmi*tr»f>«n of mAb «gainst T-lytnphncyt* «ubpupuiatKm* during 
the latenct prntid of AA Value» »n» t»i{w**ed a t mean» - SEM 
Arri»»» indicate dav« of mAb *dmini!»tralK>n 

famed from arthntic control animals was added to each 
plate This pool was arbitrarily assigned 1000 U ml of 
anti-Mb antibodies 

Ig assay in t itrv. In order to determine antibody 
production :n tttm. PBL from healthy rats treated or 
not with W.125 mAb were stimulated with pokewecd 
mitogen • PWM. 10 Mg ml. Gibco1. After 7 days of incu­
bation at 37 C. supernatant,* fr»m the well* were har­
vested and stored at 20T. IgG determination» were 
performed using standard ELISA techniques 

Statistical analysis. Differences between groups in 
all the parameters studied were analyzed by means of 
the Mann Whitney V test, using the CSS Statistica 
• Stat Soft) program Significant differences were ac­
cepted for P ' 0.05. 

RESULTS 

Plasma levels of administered mAb. Plasma levels 
of mouse IgGl from mAb-treated groups are summa­
rized in Fig 1 After four doses of mAb, plasma levels 
of W3 25 were 1 5 of those observed for the isotype 
control group treated with the same amount of mAb, 
indicating that most of W325 mAb was linked to CD4 * 
cells Three days after finishing treatment, plasma W3 
25 or OX8 antibody levels fell markedly, and 10 days 
after stopping mAb administration, no free mAb was 
detected in plasma 

Percentage of CD4 and CD8 lymphocytes. CD4 
and CDS populations expressed as relative percent­
ages of total gated lymphocytes are represented in Fig 
2 CD4 cells in healthy and arthntic control animals 
represented about 50*5 of total lymphocytes <Fig. 2A» 
The percentage of CD8 cells in the arthntic control 
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group *8« significantly lower on U n * is and IT than 
in healthv a m m a N ' P - ItuS -F;g 2B 

On Da> K following four dí>s**s of n.Ab, n» ("1)4 celis 
wi th normal expression of CT)4 molecule were detected 
in PBL from W3 2.Vtre ated animal;* • Fig». 2A and 3K • 
On Day 17. i c , 3 davs after the last dose «if W 1 2'K 
r f>4 ' cells. %.ere first detected but normal C'I)4 «-II 
percentage was not achieved unt i ! Day 49 Fig 2A 
The percentage of CD* cells in W.I 25-treated animals 
was similar to that of the arthri t ic control group on 
Days M and 17. and if was significant!* higher on Davs 
24. 38. and 49 -P « 0.05 «Fig 2B 

OXMreated animals presented no C D * cells m 
PBL. after four doses Fig 2B and 3 0 After the last 
dose of OXH. the percentage of CDM' cells began to r.se. 
although it was not completely restored at the end of 
the study A significant increase in the percentage of 
CD4 cells was observed m the OXM-treated group in 
comparison with arthr i t ic control animals throughout 
the period studied tP • 0 . 0 5 M Fig. 2A T h e * findings 
indicate that 0X8 rriAb administration produced a 
depletion of CD» cells in PBL 

Exprvmion oftfw CD4 molecule on PBL fmm W3,25-
tnmted animals On Day 8, CDS cell percentage in 
W3/25-tre»ted animal» did not increase although CÜ4' 
cell» v.ere not detected «Fig 2B> Thu. result suggests 
the down-regulation of CD4 antigen expression m W3 
25-treated animals 

Further analysis of histograms obtained after stain­
ing wi th ant i CD4 mAb revealed that W3 25 treated 
animals presented a wider negative peak than that 
from nontreated animals «Fig 3E> This peak could be 
due to lymphocyte* wi th a low expression of CD4 mole 
cule appearing unseparated from nonstamed cells His­
tograms from Davs 17 and 24 Fig 3H and 3K- showed 
a progressive separation between positive and negative 
peaks demonstrating the reappearance of CD4 mole 
cule on T lymphocytes 

In order to quantify the CD4 antigen expression on 
lymphocytes from W3 25-treated animals, data from 
flow cytometry were expressed as mean fluorescence 
intensity MFI of the whole Ivmphocvte population 
The MFI obtained through negative control histograms 
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(>XH-treated gnmp ' M • ( )• i» »h«"»n 
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FIG. 3. Tim»- rouf» «if arthritic «cor,- Mlowmg administration 
••f mAb again»! T-Kiripbicvtr *ut>p)»puÍ4!>»n> during the latency pr-
ri.id of AA ' »r> I»av V* W.'l 2"'!rratr«l arttmdi* were ri-chaf-riged 
and tnflamro.itti.n » a - «tudifd unti! !)a\ **» Value?. a~c *-xr»r«»s*«»d 
a* mvans • SEM Arr.m» indicate da\«¡ of mAb adrmni»tratmn 

:MFK. • or CD4 histogram* 'MFI t,4- from W3-25-
treated rats and from arthntic '"ontrul rat* are repre­
sented ¡r> Fig 4 On Day H. MFI. ¡,t values from \V:i 25-
•reated animal* were lower than those from arthritic 
control animal», but higher than MFU from arthntic 
control animals These results confirm the decreased 
CD4 expression and show incúmplete disappearance of 
CD4 molecules on the hmphmyte surface 

MFIsf from W.'i 25-treated animals was signihcanth 
higher than MFIV from the arthntic control group cm 
Days h - ST <P • 0 01 •. indicating that VV3 25 mAb ad­
ministered ir. i v t, was linked to t'"D4' cells, as can also 
be observed in individual histograms = Fig 3D and 3<» • 
On Dav 8. MFIV and MFI, :,# from W3 25-treated rats 
were identical which demonstrates the complete satu­
ration of CD4 molecules aft**r mAb administration in 
in») Fig 4 • This finding is also observed when compar­
ing Figs 3D and 3K 

EfftTt iff mAh cdmmifiraiion tin arthnti* t/frrfop 
mrnt Arthntic «ceres from all groups are represented 
in Fig 5 In comparison to healthy animals, arthntic 
control rats showed a full-hiown arthntic syndrome 
throughout the course of the experiment Animals 
treated with the isotype control antibody followed a 
similar time course to the arthntic contn»! group 
throughout the study «data not shown» 

Administration of W3 25 suppressed the develop­
ment of arthritis, showing significant differences with 
the arthntic control group throughout the penod stud­
ied >P • 0.01 on Days 14-42. P - 0.05 on Days 44^ 
52'. Animals remained protected eve;, when no W3'25 
mAb level» were detected in plasma and when T cells 
recovered the normal expression of CD4 molecule 

When rat» were treated with W.T25 + 0X8 mAb to 
gether. the same protective effect was observed as 

when W.i 25 mAb was administered alone Administra­
tion of the i >XM mAb alone d i n n g the latency phase of 
AA failed to modify the development or the seventy of 
the disease in comparison to arthritic control animals 

Arthntt* rrindurtum (¡roups protected against ar­
thritis development were rechallenged with the same 
initial d<«se of Mb on Day 59 (>nl> 1 14 anima's devel­
oped a mild transient inflammation, and the rest were 
free of anv sign of arthritis <Fig 5>. 

Antthtniy response in gn,up< in ifhirh .4.4 iva* in-
duivd Plasma anti-Mb antibody levels from all ani­
mals which received mycobactena suspension are rep­
resented in Fig 6. No significant differences were de­
tected in anv of the groups studied and the time course 
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of anti-Mb antibody level» was similar in protected and 
arthritic groups. 

Because the W3/25-treated animals developed a sim­
ilar anti-Mb antibody response to that of arthritic con­
trol animals. PBL from W3/25-ire¿U-d animals were 
stimulated with PWM in order to determine antibody 
production in vttro. Ig levels were similar when culture 
media were obtained from CD4 down-regulated PBL 
and when culture media were obtained from control 
cells (data not shown», 

DISCUSSION 

Five major findings emerge from the present study 
i i i Administration of W3'25, an anti-CD4 mAb. dunng 
the latency period of AA prevented the development of 
articular inflammation, whereas administration of 
0X8 did not «meliorate or aggravate the time course 
of the disease i li > Administration of VY3 25 » 0X8 mAb 
together during the latency period prevented the devel 
opment of AA to the same extent as W3'2S alone un» 
The protective effect «f \V3 25, administered alone or 
together with 0X8, remained even upon rechallenge. 
long after the antibody has been cleared <iv Adminis­
tration of \V3 25, an anti-CD4 mAb, led t<» a down-
regulation of lymphocyte CIM antigen expression • v i 
The down-regulation of CD4 ar.tigen expression and 
the depletion of CD* cells did not affect the production 
of antibodies against mycobacteria in mAb treated ani­
mals in comparison to the arthritic control group 

Following administration of W3.25 and OX8, the ef­
fects of these mAb on PBL were studied by flow cvtome-
try 0X8 mAb produced a complete depletion of periph­
eral blood CD» lymphocytes, which agrees with the 
first description of Holmdahi et at 14 However, ad-
initiiatiaiiMn wf V.12.';. z~ zr.f rT*A »"Ah produced ;i 
very different effect to that observed for the OX* mAb 
W3 25 mAb led to a decrease in CD4 antigen expression 
or down-regulation in CD4 lymphocytes, as demon­
strated by the total absence of gated lymphocytes with 
normal expression of CI)4 and no relativ*» increase in 
CD8 cell percentage After stopping the administra 
tion of W3 25. a progressive recoven of CD4 expression 
on T cell surface occurred and around 10 days after 
the last dose, ncrmal expression of CI)4 molecule was 
observed in PBL Although W l 2 5 mAb has been used 
by several authors <15, 161 this down-regulatory effect 
has not yet been described 

On the other hand, the effects of 0X8 and W,"i 25 
mAb on AA development were established In previous 
studies, a decrease in CD4 CD8 ratio was observed in 
PBL of arthritic animals respect to healthy animals 
«17) and an increased number of CD8 cells was found 
in arthritic synovial membranes in comparison with 
healthy tissues < 18». However, administration of the 
0X8 mAb. which depleted CD8 cells, did not aggra­
vate rat AA The ineffectiveness of 0X8 in AA agrees 

with result* from Larsson et al <6», who administered 
0X8 mAb to arthritic animals in a lens extensive proto 
col. These findings show that OX8" cells do not appear 
I© have an essential role in the pathogenesis of AA 

In eontnst , administration of W3/25 mAb sup-
preiMied the development of arthritis and this effect re­
mained even when T cells recovered normal expression 
of CD4 molecule on their surface and when the rat* 
were rechallenged with Mb These results indicate a 
major role of CD4* T-lymphacyte« in the pathogenesis 
of AA and suggest that the down-regulation of CDl 
molecules hinders CD4" T-lymphcvyte response, re­
sulting in a reduced release of lymphokines and other 
inflammatory mediators This power! ' mmunomodu 
latory effect of W3 25 mAb has not been described pre 
viously in AA. although Van der Broek et nl "15 re 
ported the inhibition of streptococcal cell wall-induced 
arthritis by this anti-CD4 mAb On the other hand 
Bilhngham et al <8» successfully inhibited AA develop 
ment by administering OX35, a mAb that produce-
depletion of CD4 cells The immunomodulatory effect 
of anti-CI)4 mAb seems therefore to be independent of 
whether depletion of ("1)4 cells or down-regu»ation of 
CI)4 antigen expression is induced In mice, the preven 
tive effect of anti CD4 mAb has also been demonstrated 
in collagen induced arthritis ' 1 9 - 2 1 ' . but the mAb 
used in those studies were reported a* depleting one-* 

Administration of VV.'i 25 * OX* mAb together pro­
duced a simi!ar result to that obtained after the admin­
istration of W:i 25 mAb alone OX** mAb did not dirain 
ish the preventive effect of W3 25 suggesting that 
CD* cells do not regulate Cl)4 cells 

Because \V3 25 mAb produced a to leranc against 
to AA. the antibody response to Mb was measured 
Surprisingly, anti-tmcohactena antibodies achieved 
the same plasma levels for nontreated animal* a* for 
W l 25 or and OX* treated rats Thi» sutkutp; . t - J ; 
led us to test immunoglobulin production in i itn,. and 
as in the experiment in 11; i>. no difference* were found 
between normal CD4' cells and down-regulated CI)4 
cells Therefore the modulation of the CD4 molecule 
interferes only in some responses of CD4 lymphocytes 
These results agree w ith thos«- from Mannie e: nl • 22 . 
who reported that W3'25 mAb inhibits 11,-2 production 
of T cells in i itni, but not IL-4 release I'sing other anti-
CD4 mAb against mice or rat lymphocyte*, a different 
susceptibility of TH1 and TH2 cell subsets to mAb has 
been indicated in r im <23. 24• This different response 
of CD4 T lymphocyte subsets rould explain the pre­
ventive effect of VV3 25 mAb in AA and also the fact that 
the treatment does not interfere with the production of 
antibodies against Mb The lack of the effect of anti-
CD4 mAb in antibody response was reported in colla 
gen-induced arthritis by Williams et al <21» In con 
trast, some authors, using other autoimmune models, 
describe a decrease in antibody formation after anti-
CD4 administration in some autoimmune expenmen-



Iff* 

tal dimanes < 20,251 and alto after Wa 25 mAb injection 
in a model of autoimmune ({lomerulonephntis (16). 

In conclusion we demonstrate a potent immunomod­
ulatory effect of a nondepMng anti-CD4 mAb til AA. 
Moreover, the prevention of AA with W3/25 remained 
even when normal CD4" cells were restored and it wat 
independent of the antibody production against the 
"arthritogen" Mb. On the other hand, CIM" T-lympho-
cytes do not appear relevant for the development of A \ 
and d© not seem to have a regulator)* role for CD4* 
cells, 
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TREATMENT WITH AN ANTI-CD4 MONOCLONAL ANTIBODY STRONGLY 
AMELIORATES ESTABLISHED RAT ADJUVANT ARTHRITIS 

Clinical me Experimental Immunology (en premsa) 

RESUM 

Objectiu: Estudiar l i implicació dels ümfòcits T CD4* i CD8* en la perpetuació de l'AA. 
Determinar la possible efectivitat terapèutica dels AcMo dirigiu contra aquestes 
subpoblacions limfocítiques en l'AA establerta. 

Material i mètodes: L'AA es va induir en rates Wistar mitjançant una única injecció de 
Mycobacterium buryricum. El dia 14 postinducció, amb l'artritis Ja establerta, es va iniciar 
un tractament amb l'AcMo W3/25 (anü-CD4). l'AcMo 0X8 (anti-CD8) o els dos AcMo 
conjuntament. El seguiment de la inflamació es va realitzar mitjançant el volum articular. Les 
poblacions limfocítiques CD4* i CD8* es van analitzar per citometna de flux. Els nivells 
plasmatics d'AcMo administrat, d'anticossos dirigits contra el micobacteri i d'anticossos 
produïts en resposta a l'AcMo administrat es van mesurar per tècniques d'ELISA. 

Resultats: El tractament amb l'AcMo W3/2S va revertir el procés inflamaton ja establert. 
Aquest efecte, però, va ser transitori, ja que va desaparèixer després de 6 dosis. El 
tractament combinat W 3/25+0X8 vi produir els mateixos efectes antiinflamatoris que en 
administrar només W3/25. L'administració de l'AcMo 0X8 no va aconseguir modificar el 
procés inflamaton ja existent, però sí que va incrementar els nivells d'anticossos 
anumicobacteri respecte als del grup artríüc control. 

Conclusions: £1 procés inflamaton de l'AA es pot revertir mitjançant el tractament amb un 
AcMo anti-CD4 no depleccionant, el W3/25. Mentre que els ümfòcits T CD4* intervenen 
en la cronificació de l'AA, els Ümfòcits T CD8* no són rel levants en la perpetuació del 
procés inflamaton ni exerceixen un paper regulador sobre els ümfòcits T CD4* responsables 
de la resposta inflamatoria. Ara bé, la potenciació en la producció d'anticossos 
antimicobacteri produïda per l'AcMo 0X8, suggereix que els ümfòcits T CD8* tenen un 
efecte regulador sobre tes cèl·lules responsables de la resposta humoral dirigida contra el 
micobacteri. 
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Treatment with an anti-CD4 monoclonal antibody strongly ameliorates 
established rat adjuvant arthritis 

C PELEGRÍ, M P. MORANTE, C. CASTELLOTE, A FRANCH & M CASTELL UmU tf Fkpwbgy. 
Faculty of Pharmacy Universa y of Barcelona. Barcelona, Spain 

(Accepted for publication 20 October I99S) 

SUMMARY 

Seme experimental arthritic diseases U B be prevented by treatment with anti-CD4 MoAbs Trials 
with ongoing disease have not bees successful to far The aun of títií study *as to ascertain 
whether Wj/25 cou!d reverse adjuvant arthritis (AA), «bes bejmmng treatment on ¿ay 14, ie, 
«ben the disease was established Moreover, one group of animals treated with the acti-CD4 
Mo Ab received OXS Mo Ab at the same time, thus depleting COI * cells from arculation During 
treatment with VV3/25, a Strang amelioration of inSammatory signals was observed, as assessed by 
means of paw volume increase and anhntic score. However, when treatment st&pped, a rebound to 
arthritis signals occurred. The parallel depletion of CDS * cells did not modify these sffects, thus 
the combined treatment WJ/25 * OXS gave the same amelioration as treatment with W3 25 alóte 
These i n d i s p indicate that CD4* cells play in important role in perpetuaticg rat AA Moreover, 
CDS* cells do not seem to have a regulatory role in the CD4* cells responsible for the 
ffiiacirsatory response. 

Keywords immunotherapy monoclonal antibody CD4 CDS arthritis 

INTRODUCTION 

Rheumatoid arthritis (RA) is as autoimmune disease cfaarae-
teraed by chronic inffammatien within tne joist, associated 
with synovitis » d erosion of cartilage and bone. A strategy for 
the tieaanent of autoimmune diseases such as RA is to admin­
ister MoAbs to block tne anisunologkal responses or inflam-
matory cascade* One advantage of MoAbs over conventional 
therapy is iheir potential for great specificity, which allows 
them to act selectively on a specific lymphocyte subset i t >iw 

Many observations suggest that T lymphocytes contribute 
sigaineactly to the disease process in RA [1-4] Several anti-
CD4 MoAbs have been shown to be successful ui treating RA 
[5-11], although some randomized studies have given negative 
results [11-14] Moreover, the immunological mechanisms 
upon which anti-CD4 therapy is baaed are still not fully 
understood Fo- that reason, animal experiments are required 
to optimize immunomodulatory protocols and to identify the 
mechanism of operation of as anti-CD4 MoAb O B the other 
band, seversl studies nave beca performed on collagen induced 
arthritis (CIA) in mice using anti-CD4 MoAbs [15-17), and 
although these treatments were found to prevent the induction 
of CIA, they were ineffective in ameliorating established 
arthritis 

Correspondence Carme Pelegrí. Unitat de Fuicio«>a. Facultat de 
Farmacia, Av. Join XXIII s/a. OÍ02» Batceteaa, Spain 

C 1996 BUckwill Scteace 

Adjuvant arthritis (AA) is an experimental autoimmune 
disease in rats which shares certain cLrucal and immunological 
features with RA in humas* This experimental model has been 
commonly used to study sew anti-inflammatory and anti-
arthritk drap Some studies have demonstrated the ability of 
a depleting !gG2a anti-CD4 MoAb, 0X35, to prevent rat AA 
(it] and, m previous studies, we have abo been successful in 
this, using a non-depleting IgGl anti-CD4 MoAb, even when 
CDS * cells were depleted from droilafioB (IfJ. However, these 
treatments were begun on the day cf arthritis induction, before 

To doermine whether W3/2S could reverse as weD as 
prevent AA, rats with established arthritis were treated tntra-
peritoneaUy with this MoAb, beginning treatment on day 14 
poit-induction Moreover, ose group of animals treated with 
W3/25 received OXS MoAb at the same time, thus depleting 
CDS* cells from circulation. This form of therapy, applied 
when the disease umubhshed, would act not on the induction 
but on the effector mechanisms, thereby interrupting both the 
immune and inflammatory dátase processes, resembling what 
really happens when treating RA. 

MATERIALS AND METHODS 

Anirnab 
Female Wistar rats (Charles River, Spain) weighing ISO-200 g 
were housed in plastic caga with food and water ad libitum 

I 
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Temperature (20±2*C), relative humidity (5b%) and a 12-h 
light-dark cycle were constantly monitored. Animals were 
allowed 1 «rack to adjust to tac housing copditioos before the 

Induction and ornament of AA 
For arthritis induction, n o were injected intradermaUy tn the 
tail base with 01 m! of a liquid vaseline suspension of heat 
lulled Mycobacterium butyncum (Mb) (5mg<mL Difco Labi. 
Detroit, MI), on day 0 Hind-paw oedema wat measured using 
a water ptetayunemeter (LI 7300; Letica, Spam). For determi­
nation of the anhritk score, lesions of the four paws were each 
graded from 0 to 4 according to the «tent of erythema aad 
oedema of the joint [20] Ail scorings were performed blind 

Mmoclonal antibodies 
W3/25 (mouse IgGl, anti-rat CD4) [21 ¡ aad OXS (mouse IgGl, 
anti-rat CD!) [12\ hybndoma (ECACQ were used. 124 1D1 
(mouse IgCi, anti-human CD7) was used as • control isotype 
MoAb, asd was a kind pft from Dr Vilella (Hospital Clinic 
Provincial, Barcelona, Spam). After cultunng tac bybndoma, 
ascites was induced in BALBc mice (Charles River) by 
standi.'d methods.. IgG fren tsatk liquid wat punned by 
prc.eir -A column asd its concentration was quantified spectro-
photometneaü). Antibodies were administered using PIS as a 
vehicle, and the delivery volume was 2 ml per injection 

Treatment prototob 
On day 14 posi-mdnctaoa. before bepaatag treatment, only 
those rau is which the disease was dearly established were 
selected and distributed in six groups of teves amasáis each, 
leading tc groups with equal mean of arth/itac acore. Three 
groups were treated intrapentoeeatty with either 3 mg of W3/25 
MoAb, 1 rag of OX8 MoAb, or both together (3 mg W3,' 
25 • 1 mg 0X8} A group of healthy animal», a group of 
arthritic rats (treated only with PBS) asd a group of altanos 
rau treated with 3 mg of the is&type centre! MoAb were used as 
controls Doses of W3.15 asd OXS MoAbs were chosen is pilot 
experiments on the basis of their apparent ability to eliminate 
blood CD4* aad CDS* rytpphocytes for at tost 72 t Th: 
MoAbs were administered 3 days week from day 14 until day 
2S, gjvisg a total of sevts doses 

Flow cytometry from peripheral blood 
On days 18, 25, 31. 31 and SO pest-induction, blood samples 
were uken by retroorbttai puncture aad collected in EDTA-
coated Maltivette tubes (Sardstedt, Spam) Samples were thin 
treated with at, erythrocyte lysiag solution of rVH,CI and Mood 
lymphocyte subsets were determined by indirect immunofluor­
escence and flow cytometry, at described previously [23]. 
Briefly, ce&s were incubated with anti-rat CD4 (W3/25). »**»-
rat CD8 (OXS) or with an irrelevant MoAb at a negative 
control FITC-conjugated coat F(ab'), anti-mouse IgG (Spaa 
Immunochemicals, Spain) was added at a second antibody. 
Cells were analysed on a Epic* Elite Sow cy-ometer (Coulter 
Corp., Hialeah, FL) Additionally, two-colour CDS/CD4 and 
CDS/CDS staining was performed using an unlabelled MoAb, 
foUowed by PE-conjugated goat anti-mouse IgO (Sigma) After 
adding 10/ig/rrJ of normal mouse IgG, the staining wat 
completed with FITC-conjugated MoAb directed to the 
second marker. 

C l ' M I 
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Mouse IgGl levels in plasma 
An ELISA wat performed Polystyrene microELISA platci 
(Labiystemt, Spain) incubated overnight with 5jig'm! 
rabbit anti-mease IgGl (Dako, Glostmp, Denmark) at room 
temperature Following incubation of test samples, peroxidase-
conjugated goat anti-mouse (Fab-speafic) IgG (Signa) wat 
added. Both antibodies were adsorbed with rat serum proteins 
Mouse IgGl from ICN ImmunoBiologicals (USA) was used a: 
a standard 

Ann-mom* antibody response 
To determine the immune response against W3/2S MoAbs, 
plasma were aralysed by means of an ELISA technique W3 
25-coated plates (1 ,*g/ml) were incubated with plasma dilu­
tions and later with pcraiidase-coajugated rabbit anti-rat IgG 
(Dako), previously adsorbed with mouse term. A pool of sera 
from five- aad seven-fold treated rats was used as a ttaadard 
This pool was arbitrarily assigned 100 U/mJ of anti-mouse 
antibody 

Ann Mb antibody 
Plasma levels of aati-Mb antibody were measured as described 
previously ¡24] Since a standard was not available, a pool 
dilution from arthritic control animals was added to each plate. 
This pool was arbitrarily assigned 1000 U ml of asti-Mb anti­
body. 

Expression of remits and statistical analysts 
Hind-paw taflamiaatioa it expressed as volume increase com­
pared with articular volume measured on day 0 The effects of 
treatment on paw volume «err measured as the area under 
curve (AL'Ci and as the percentage of iweHing inhibition 
D*JFerence$ between groups m all the parameters studied were 
analysed by means of the Mann-Whitney (.'-test Significant 
differences were accepted for P < 0 C5 

EESLLTS 

Effects J treatment on Inflammation 
Hind pa» volume from all studied groups it represented m 
Fig 1 Arthritic scores gave similar results to 'hose obtained 
measuring mad paw volume (data not shows) Arthritic con­
trol rats showed a full-blown anhritk syndrome ihroughsut 
the course of the experiment, showing a significantly higher 
paw volume than healthy animals from day 14 and the end of 
the study ( f < (Nil). Animals treated with the isotype control 
antibody followed a similar tanc courte to the anhritk control 
group throughout the period itudied (data not shown) 

Treats a t with aao-CJX MoAbs had efficiently diminished 
the krncular swelling by day II, when only two doses of MoAos 
had bats tdnxmistered, showing a 70% of swelling inhibition 
with respect to the anhritk control group (Fig. 1) The hind 
paw volume of anü-CD4-treated animals wat significantly 
lower than that of the anhritk control group until day 25, 
i e 3 days before the end of the treatment (P<0 05, Fig 1) 
Percentages of swelling inhibition were between 70% and S0% 
daring this period The AUC of die W3/25-treawd group from 
day 14 until day 21 was tigsukastly tower than that from the 
anhritk control group (P<0006) On day 28, although ani-
mals were still receiving the last dote of treatment, a rebound to 
the arthritis signals wat observed On day 32, had paw volume 
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Fig, 1. Time «curt» ef aiad-ps* «dus» i 
trauoo af MaAbs aguast T lymphocyte sabpepulatoes is t 
«tame. Values are capmsed M B M M * i t s Arrows indican days 
of McsAt» administration 0, Healthy, •» adjuveet arthritis (AA) 
tomol. 0, AA * V.T25. V. AA + OX1. O. AA • WJ/2S • OXI-

from W3/25-tretted taimáis achieved arthnüc control group 
values and followed the same Use course during toe rest of the 
stud). 

Treatment with W3/I5 •*• OXI together showed t similar 
effect TO that observed with W3/25 alone. The effectiveness of 
this combined treatment wa¿ noticeable oa day II (swelling 
inhibition of 57%), tad retaatned tignificaat watil day 30 
(/>«.© 05). The AUC obtained foUowiag this combined treat-. 
west from day 14 »ajtfl day 2S was significantly lower titas that 
frorr, the arthritic control group (P< 0-006). Ifl this treatment a 
rebound to arthritis signals wts also observed, achieving 
arthritic control valuer on day 32. 

Treatment with OXI alose was usable to modify the 
disease throughout the period studied, following the same 
time course as the arthritic control group. 

CD4* and CDS' lymphocytes 
Percentages of 0 > 4 * and CDS* eeUs with respect to total 
pted lymphocytes from peripheral blood of treated tad coo-
bol animals were studied tt intervals of 6-10 days throughout 
the study (Ftg 2) CD4* cells represented about 50% oí total 
lymphocytes in healthy and arthritic control groups (Ftg, 2a) 
The percentage of CD8* cells is healthy 
20% (Ftg. 2b). tad arthritic control aaimal 
cant increased CD8 * cell values on days ¿5 and 38 in < 
won with healthy acornáis 

Treatment with W3/25 produced fee down-regulaaon of 
CD4 molecule as observed, after two dose* of MoAbs. by a 
marked decrease ic CD4 * cells with normal expressioa of CD4 
(Fig 2a), The CD5/CD4 double staining (Fig 3) showed that 
treatment with W3/25 did sot modify the percentage of CDS * 
cells, while CD5*CD4* cells «ere not detected Is i 
this finding was not accompanied with t proportional i 
in the CD5*CD8* population When analysing the 
CDÍ *CD8" population before tad after treatment, BO signifi­
cant changes were observed. 

The percentage of CD4* lymphocytes increased after 
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fig, 2. Tta* «mm «f perseataget of CD*' (a) and CD! * (b) T 
lymphocytes follewtsg adausestratàc* of MoAbs agatstt T lymphocyte 
subpopaiatiOBS a established disease. Values ait «pressed ai mesas» 
K A Arrcws indica* days of MoAb adaatttrattoe . O, Healthy. •• 
edjaveat arthritis (AA; control, O, AA • Wi,25. V, AA + OXI. O. 
AA • W3/23 * OXI 

W3/25 treatment, although control values were not 
at the end of the period studied, showing significant 

en on day 50 (/»<905) Although on day 18 
CDt* cdl percenuge from W3,75-treated &nimals was similar 
to that of the arthritic control group, on days 25 and 38 this 
peroratage «at h-jher than in the arthritic control group 
(P«M)5) 

Treatment with OXS caused t significant tad sustained 
of about 15% ia fee number of CD4* cells is 

with arthritic control animah throughout the 
period studisd (Fig. 2a, f <O0S). Moreover, OXS-treated 
aoimals pretested BO CDS * cells, tad after stopping treatment, 
CDS* cells progressively tad slowly reappeared (Fig 2b, 
F<0Ol with respect to the arthritic control group throughout 
the study) 

When rau were treated with W3/25+OXI together, the 
same percentage of CD4* cells as in animals treated with W3/ 
25 alone was observed during treatment. However, 
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tior, Correlation of CDS wttt CIM (a¿) asá CDS with CDI etpressios 

treatment flopped, CD4 * lymphocytes with normal exprauon 
of CD4 quickly increased, reaching artbnttc control values oa 
day V., it 3 days after stopping treatment, and presenting a 
tendency to achseve OXl-treated group values thereiftf The 
combined treatment led to a rem of percentage of CDS * «Us 
similar to that observed is OXf-treated animals, although 
CDI* cell recovery was slower 

Pksma k*th of aèwmttred MoAbt md mtt-mom* mtéoéy 
mpmst 
Plasma levels of mouse IgGl from treatment art represented is 
Fig 4a Or day if, after two doses of MoAbs, plasma levels of 
W3/2S were less than half of isofype control MoAb levels, 
indicating that more than half of the W3/2S adnanittered was 
sot free in plasm», but bsktd to CD4* cells 

Annuals treated with W3/2S * 0X8 presented slightly 
tower plasuia levels of IgGl than W3/25-treaied animals 
throughout the study, thus indicating that the aso-CDS 
MoAbs was not free in plasma 0X8-treated animals showed 
very lew levels of IgGl during treatment On day 31, i.e 3 days 
after stopping treatment, IgGl levels feD markedly is all 
groups, achieving non-detectable valúa on day SO. 

W3/25-treated animals developed an anti-mouse antibody 
response, showing high levels frost day 24, i e after receiving 
five doses of the MoAb, uttil the end of the studied period 
(F f 4b). 

Anti-Mb antibody 
Arthritic control animáis presented high levels oí antibody 
against Mb 'hroughout the study, although treatments applied 
even increased these antibody levels (Fig, 5). In the W3/25-
treated group, levels of anu-Mb antibody were significantly 
higher than those of the arthritic control group from day 38 
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OXi. O. AA + W3/23 * OXI. 

until the end of the period studied (P < 0 05) When treatment 
consisted of W3/23 + OXS, fe»«h of anti-Mb antibody were 
slightly higher than those from W3/25 treatment daring auno»? 
all the study, and significantly higher than those from the 
arthritic control group (/<<HH «a days 25 and 3S, /»<0u2 
on days 17 and 49) 

When CDS* cells were depleted from circulation in OX8-
treated animals. anü-Mb antibody increased markedly to 
values which were almost four-fold those of the other groups 
(/> < 00) with respect to arthritic control group on days 25-38 
andf <C02onda>49) 

DISCUSSION 

The Irat conclusion of this study is that treatment with anti-
CD4 MoAbt can ameliorate established AA It is now clear 
that T lymphocytes play a crucial role in AA, as demonstrated 
by induction of arthritis either by transfer of lymphocyte* 
(23.26) or by the done» (27] Moreover. Bulingbara ei a! (18) 
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reported the prevention of AA using 0X35, a depletrj aati-
CD4 MoAb, and in previous studio we observed teas W3/25, 
as acii-CW Me-Ab 'Jut led us t down-regulation of CD4 
molécula, ectíd alio prevent the development ef AA [19] In 
both case, the prevention was maintained throughout the 
study, and a racatBegge performed when CD4* eels were 
recovered was unsuccessful. 

Here we demonstrate that treatment with W3'25 MoAb to 
rau with a full-blown arthritic syndrome reduced most inlass-
aatory signs after only two dose» However, this effect was only 
transient, lastasi dunsg the maximum of mnamnsaoog and 
disappearing after Or do*« Afterwards, W3,75-tmted rats 
foUowed the same course M the arthritic control group The 
tneSkacy cf last dos» of tac inti-CD4 MoAb» could be due to 
an anti-mouse response developed by the treíied rats, which 
blocked the subsequent doses These resolts suggest that inter­
ference with CD* molecule can be an effective method to 
reverse chjo&ic inflammation, but this interference should be 
continuous, and therefore an antibody that does sot act as as 
immuaogen is needed. 

To our knowledge, the high capability of W3/25 ia ameli-
oratiag AA has not beca described Van des Brock ef al (28) 
reported a decrease in paw swelling when adnunistertng W3/25 
to rats with established streptococcal cell wall- induced arthritis 
la contrast, anti~€D4 MoAbs ««re unable to 
established CIA in mice ¡ 15 P i or in rau [29¡ 

Immunotherapy with W3/25 mostly produced a < 
CD4 antigen or down-regulation ia CD4* lymphocytes, i s 
demonstrated by the total absence of CD5*aH* lympho­
cytes, accompanied by a non-proporuonal increase ia 
CDS'CDS* ccO percentage However, lymphocyte percen­
tages from dap 25 tad 30 showed a higher proportion of 
CDI* ceUs than those from the arthritic control group, which 
could indicate a partial depletion of CD4* lymphocytes The 
CD5*CD8* double staining from cells obtained before and 
after ireatment has shown that depletion of CD4* ceils was a 

r effect of W3/25 MoAb i 
Anti-CLM therapy did not affect the production of anu-Mb 

antibody, thus suggesting a different effect of W3/25 on Thl 
aad Ta2 activities These results agree with experiments per-
frrmed to *ttro [30] However, when treatment stopped, a 
higher auti Mb response was observed ia W3/25-trcatcd ani­
mals «nth respect to the arthritic control group Tais tugf ests 
that the reappearance of CD4* celta with normal expression of 

CD4 enhances the humoral response 
A second conclusion of diss study is the absence of effect of 

OXI MoAb upon eslabushed AA The dote of OXI given to 
arthritic rats practically eliminatsd CDi* cells from peripheral 
blood during treatment Depletion t-f these eels was evidenced 
by quantifying this subpopulauon. and also by the eoatoojiaat 
increase is CD4* cells Nevertheless, the dusppearaace of 
CDS * lymphocytes did act influence the chrome inflammatory 
response Antibodies against CDI molecule are also inefectr t 
ia the prevention of rat AA [31] and mouse CIA (16) CDS * 
cells do not tees therefore to regulate the inflammatory 
response, ether in the initiation or ia the perpetuation of aa 
arthritic direase. 

On the other hand tí» depletion of CDS * ceBs ia periph­
eral blood produced a significant mercase in specific antibody 
response Aati-Mb antibody levels rose quickly after four dote» 
of OXS to levels that were almost four-fold those of the 
artki&c coouol group, "inerefore, CDI* lymphocytes have 
an effect upon those T lymphocytes which direct tmmuaeglo-
bulis synthesis, but not upon those T lymphocytes involved in 
the inflammatory response The quotion therefore arises as to 
whether T suppressor lymphocytes act on Th2 ceils but not oc 
Thl cells further analysis should be perforated to answer tías 
question 

A third form of therapy was assayed is this study combin­
ing WJ/25 aad OXI. Tas same effect as treatment with W3/2S 
alone resulted. The CDS* cell depletion together with CD4 
mediation ¿id not modify the ameiiora&ag effect from W3 75 
ik*~ On the other hand, the reappearance of CDS * eels in 
annuals treated with W375+OX1 was slower than that 
observed for OX8-treated animals, thus suggessag an influence 
of CD4 down-regulation OP this process The high aaa-Mb 
antibody levels achieved by OXS-treated animals wee cot 
observed when CD4* ecus were modulated at the same use 
as CDS* cells were depleted This suggest that, when CDi* 
cells are depleted, the ability of modulated CD4* cells to 
increase the antibody rtsponse was lower than that of norma! 
CD4* cells 

la conclusion, we have demonstrated that establís' *d rat 
AA can be suoagly ameliorated by treatment with an ai. "D4 
MoAb, which indicates aa essential role of CD<* cells in the 
perpetuation of this disease. Moreover, CDI * ceil» do not seem 
to have the regulatory role of those CD4* cells which are 
responsible foe the inflammatory response, although CDS* 
lymphocytes regulate those CD4* celh responsible for the 
antibody response against the inducer agent 
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L'artriás adjuvant és una patologia induïda en rata mitjançant l'administració, via 
intradèrmica, d'adjuvant complet de Freund. Aquest model va ser induït per primera vegada 
per Stoerk i col. (1954) i perfeccionat més tard per Pearson (1956). L'AA es considera un 
model experimenta d'Al humana i s'utilitza tant per • l'estudi i investigació d'agena 
antiinflamatoris com per intentar esbrinar els mecanismes implicats en tai patogènesi del 
procés artrític. En aquest sentit, té importancia establir els màxims paral·lelismes entre la 
malaltia humana i la patologia experimental. 

L'AA ha estat objecte d'estudi en el nostre grup de /©cerca des d'un punt de vista 
immunologic, fet que ha permès la detecció i quantificzció d'autoanticosscs contra Ig (Castell 
i col.. 1985 i 1986; Franch i col , 1994d), «mira components del cartílag articular 
(Pantaleoni i col., 1991; Franch i col., 1994b), així com autoanticossos dirigits contra 
filaments intermedis dtl citosquelet (Franch i col., 1994c), alteracions també presents en 
l'All. D'altra banda, també s'han constatat desequilibris entre les diferents poblacions 
Hmfocítiques presents en sang perifèrica (Franch i col., 1994a) i en teixits limfoides (Carol 
i col, 1995; Rcdríguez-Palmcro i col., 1995). 

Un dels objectius d'aquest treball va ser de tipus metodològic i va consistir en un estudi 
comparatiu dels efectes, sobre les poblacions hmfocítiques de rati, de tres mètodes de Usi 
d'eritròcits, utilitzats normalment per a sang humana (lisi amb clorur amònic. amb reactiu 
de Becton à Dickinson i mitjançant el sistema Coulter Q-prep) i dels efectes d'un gradient 
de sedimentació Ficoll-Isopaque adaptat a rata (Franch i co'., 1993). 

El gradient de sedimentació Ficoll-Isopaque adaptat a rata va proporcionar els percentatges 
més baixos de limfòcits T, fet que va suggerir la pèrdua selectiva d'alguns d'aquests 
Umfocits. D altra banda, però, el gradient és l'únic mètode dels quatre estudiats que permet 
separar els limfòcits dels granulòcits. 

En relació als dos mètodes comercials, la Usi amb el reactiu de Becton & Dickinson i la Usi 
mitjançant el sistema Coulter Q-prep, en ambdós casos es van obtenir uns valors percentuals 
de Umfocits T i B intermitios i comparables. El principal avantatge d'aquests dos mètodes 
és la seva rapidesa, però en contrapartida, els dos mètodes requereixen reactius específics 
que impliquen un cost elevat i, a més a més, d sistema Coulter Q-prep també requereix un 
aparell específic per processar tes mostres. 

Quan es va aplicar el clorur amònic com a mètode de Usi d'eritròcits el percentatge de 
Umfocits B va ser inferior a l'obtingut pels litres mètodes, suggerint la pèrdua selectiva 
d'alguns Umfocits B com a resultat de la susceptibilitat d'aquests a la solució de clorur 
amònic. Malgrat aquest efecte sobre els limfòcits B, la Usi amb clorur amònic no afecta 
selectivament cap subpoblació de Umfocits T i representa un mètode de baix cost i fàcil 
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aplicabilitat. A causa dd nostre interès específic centrat en l'analisi de limfòcits T, t en base 
als avantatges ja esmentats que presentava el mètode de Usi amb clorur amònic, aquest va 
ser l'escollit per avaluar l'efecte en els limfòcits T dels AcMo administrats en la 

El primer objectiu no metodològic del present treball va consistir ea esbrinar quins tipus 
cel·lulars esan implicats en el procés artrftic a nivell local. L'interès va sorgir de resultats 
previs que van mostrar un desequilibri entre les poblacions limfocíüques de sang perifèrica 
de rates amb AA. Es va realitzar un estadi immunohistoquímic de la membrana sinovia! de 
genoll de rates amb AA i d'entre tots els marcadors utilitzats, el teixit sinovia! sa només va 
presentar cèl·lules CD4* i la* en la capa íntima, corresponent possiblement a macròfags 
(Jefferies i col.. 1985) i a cèl·lules dendríüques {Stetnmann i Nussenzweig, 1910), 
respectivament. Set dies desprès de la inducció de l'AA, durant la fase de latència de la 
patologia, els canvis observats van ser mínims, mentre que a partir del dia 14, tes alteracions 
tissulars van comportar la proliferació de macròfags i cèl·lules dendríüques i la infiltració 
d'altres tipus cel·lulars. 

Es van trobar alguns limfòcits T (cèl·lules CDS*) a nivell de la subíntima durant els dies 14-
21 postinducció. però aquest fet no es va reproduir en tots els teixits estudiats i, a més a 
més, els limfòcits no estaven distribuïts en cúmuls al voltant dels vasos, tal i com s'ha descrit 
per a l'AR (Iguchi i col., 1986). En relació a l'AA, tot i que els primers estudis histologics 
realitzats per Pearson i col. (1961) també descriuen la presència d'infiltracions de limfòcits 
en aquest model, estudis posteriors realitzats també per tècniques ¿'histología convencional 
no fan referència a la presència d'aquests infiltrats, coincidint amb els nostres resultats (Mohr 
i Wild, 1976; Taurog i col., 1988). 

La població de cèl·lules CD4* es va trobar augmentada en els teixits sinovials artrítics. La 
majoria d'aquestes cèl·lules, en base a la seva mida, a la tinció citoplasmàtica observada amb 
l'AcMo anu-CD4 i després de comparar els resultats amb 1'AcMo ED2 (marcador de 
macròfags; Dijkstra i col., 1987), es van identificar com a macròfags. 

A l'anàlisi immunohistoquímica també es va detectar la presència de cèl·lules CD8* en la 
subíntima sinovial, fet que no coincidia amb l'escassesa o absència de limfòcits 1 revelats 
amb un AcMo anti-CDS i que reflectia, per tant, la presencia de cellules CD8*CD5. Aquest 
reiultat va suggerir la possibilitat que fossin limfòcits T-ylò, alguns dels quals son CDS 
CD4 CD8+ (Goodman i Lefrancois, 1988). Els limfòcits T-ylò representen una població 
minoritaria de limfòcits T que expressen un receptor per a l'antigen estructuralment diferent 
ai convencional, és a dir, expressen un TCR format per una cadena-y i una 5 (Raulet, 1989). 
Les funcions dels limfòcits T-7/5 In vivo encara no es coneixen, però s'ha descrit un augment 
d'aquestes cèl·lules en sang perifèrica i en líquid sinovial de malalts amb AR (Brenrun i col., 
1988 i 1989). A més a més, s'ha demostrat que els limfòcits T-7/5 proliferen davant 
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d'antígens micobacterians (Haregewoin i coi., 1989; Janis i col., 1989) i timbé s*ha descrit 
tai seva possible implicació m la patogènesi de l'AIC en ratolí (Peterman i col., 1993). 

L'any 1994, Kühnlein i col. van produir i caracteritzar un AcMo dirigit contra el TCR-7/6 
de rata. Aquests autors van caracteritzar els limfòcits T-y¿ presents en ginglis limfatics, en 
melsa i en intestí prim de rates i van mostrar que el fenotip d'aquests limfòcits era variable 
i depenia de la seva localització. Per tant, resultava factible que la població CD5 CD8* 
observada en el teixit sinovial artrític correspongués a limfòcits T-7/5, els quals, com ja s'ha 
esmentat, semblen ser importants en alguns processos amities. 

En resum, l'estudi de les poblacions cel·lulars presents en la membrana sinovial inflamada 
de rates amb AA va revelar un augment en el nombre de cèl·lules mononuclears a partir del 
dia 14 postir.ducció. sense la presencia de cúmuls de limfòcits T CD5*. Aquests fets van 
suggerir que la sinovitis a 1" AA estava causada majoritàriament per macròfags, mes que per 
limfòcits. si bé quedava per aclarir si l'increment en cel-lutes CD8* reflectia la presència de 
limfòcits T-7/5. Cal esmentar que aquest increment en tes cèl·lules CD8* no va disminuir 
en membranes sinovials procedents d'animals tractats amb dexametasona, tes quals eren 
similars a tes sinòvies control pel que fa a tes altres poblacions cel·lulars. 

fm tal d'analitzar la implicació dels limfòcits T-7/5 en el desenvolupament de l'AA es va 
portar a terme una immunoterapta amb PAcMo V6S, dirigit contra el TCR-y'5 de rata. 

Es '.-an desenvolupar diferents protocols d'administració de 1'AcMo V65: un tractament 
preventiu, realitzat a animals nounats durant tot ei període previ a la inducció de l'AA, i dos 
tractaments curatius, iniciats abans 0 durant el màxim d'inflamació, respectivament. Tols els 
tractaments amb l'AcMo V63 van conduir a la presència, en sang 1 ganglis limfàtics, d'una 
població de limfòcits amb una expressió antigènica disminuïda de tes molècules de TCR-7/6 
i de CD3 en la seva superfície, fet que indica que l'AcMo V65 va produir la down-rtgulotwn 
del receptor i la comodulació de la molècula CD3. Ara bé, el percentatge d'aquesta 
subpoblació amb el TCE modulat era inferior al percentatge de limfòcits 1-ylb detectats 
abans del tractament, suggerint que algunes cellules T-7/5 s'havien depteccionat o havien 
perdut totalment l'expressió del seu TCR. 

Malgrat l'efectivitat i especifkitat de 1* AcMo V6S demostrada sobre els limfòcits T-7/5 i que 
els nivells detectats d'AcMo en plasma van ser saturants, cap dels protocols assajats en la 
immunoterapta amb i'AcMo V65 va aconseguir prevenir el desenvolupament de la patologia, 
ni modificar la simptomatologia clímca ni tes alteracions hematològiques de la mateixa. 
L'avaluació histológica de l'articulació del turmell va mostrar, però, que el tractament amb 
l'AcMo V65 iniciat abans del màxim d'inflamació (dies 12,15 i 18 postinducció) va produir 
un grau de destrucció articular significativament superior al dels animals artrítics control. 
Aquest fet va suggerir que els limfòcits T-7/5 exerceixen un paper protector a nivell local 
en uns determinada fase de la patologia. 
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Aquest efecte nse-depenent dels limfòcits T-y/6 a l'AA, és semblant ai descrit en algunes 
patologies experimentals inflamatoria en ratolí, com l'AIC (Peterman i col., 1993) i ta 
ksteriosi (Mombaerts i col., 1993; Fti i col., 1994), on s'ha demostrat que els ümfbcits T-7M 
es localitzen en els infiltrats inflanwtoris tiuulars només en foses secundàries o tantees de 
U patologia. 

Es va pensar que h propietat modulada* (Sets limfòcits T-7/* a I* AA podia estar mitjançada 
per l£ regulació de la rerposta enfront d'antígens micobacterians. De fet, s'ha demostrat que 
una proteïna d'estrès tèrmic (hsp) d'origen micobacteria, fat hsp-60. i peptids derivats 
d'aquesta proteína tenen un efecte protector en l'AA (Anderson i col., 1995). Així, els 
limíceits T-7/5 podien exercir la seva acció protectora mitjançant la reacció amb la hsp-60. 
Fins ara, però, l'únic clon de limfòcits T caracteritzat, que respon a la hsp-^0 i que és capaç 
de transferir propietats anüamítiques en!'AA. expressa d fenotip TCR-a/fl*CD4+ (Anderton 
i col., 199S). Aquests resultats i el fet que el tractament amb V65 no modifiqués els nivells 
d'anticossos antimicobacteri en els animals tractats, descarten la possibilitat que el mecanisme 
d'acció del tractament amb i'AcMo anü-TCR-7/5 sigui mediat principalment per la resposta 
enfront del micobacteri. 

Un aloe possible mecanisme de l'acció protectora dels limfòcits T-7/5 podia ser indirecte 
mitjançant ta neutralització de la capacitat proartritogènica dels limfòcits T-a/fl íYoshino i 
col., 1990a i b). Aquesta possibilitat està basada en estudis desenvolupats en ratolí que 
demostren que la modulació dels limfòcits T-y/ò afecta la reactivitat dels limfòcits T-a/B, i 
suggereixen que la població T-7/6 està implicada en la regulació de l'activació dels limfòcits 
T-a/B In wx,. En el nostre cas, les dades obtingudes per citemetna de flux durant el 
tractament amb l'AcMo anti-TCR-7/5 mostren que ni el nombre ni l'expressió fenotípica dels 
limfòcits T-a/8 estan modificats. 

Després de descartar la intervenció directa dels limfòcits T--y/ò en ta patogènesi del procés 
artrític experimental, vàrem centrar l'atenció cap als limfòcits T-a/fl, concretament cap a ta 
població CD4* i la CD8*. Estudis de transferència realitzats per Holoshitz i col. (1983) i 
Taurog i col. (1983) havien demostrat un paper essencial dels limfòcits T CD4* en el 
desenvolupament de l'AA. Quedava per veure, però, si els limfòcits T CD8* exercien algun 
efecte complementari 0 capaç de modular el dels limfòcits T CD4\ 

Fer estudiar la implicació de tes subpoblacions Itmfocfttques CD4* i CD8* en el 
desenvolupament de l'artritis, es va realitzar una immunoteripia preventiva amb AcMo 
dirigits contra ambdós opus cel·lulars durant ta tase de latencia de ta patologia. 

Durant els períodes de tractament amb els AcMo W3/25 i 0X8 es van estudiar els seus 
efectes a nivell cellular, mitjançant l'anàlisi dels limfòcits T CD4* i CD8* per citometria 
de flux. L'AcMo 0X8 va produir ta deplecció compleu dels limfòcits T CD8* de sang 
perifèrica, tal com s'havia descrit prèviament (Holmdahl i col., 198S; Larsson i col., 1985). 
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En canvi, l'administració de 1'AcMo W3/25 va produir majoritàriament te modulació o down-
rtguUmon de la molècula CD4 de te superfície dels Iimfòcits T CD4*. Aquest efecte, no 
s'havia descrit anteriorment per 11'AcMo W3/25. 

La immunoterapia preventiva amb I*AcMo W3/25 in inhibir completament l'artritis, mentre 
que l'administració de 1*AcMo 0X8 no va produir cep efecte. A mis i més, l'administració 
conjunta de l'AcMo 0X8 amb el W3/25 no va modificar l'efecte innibidor d'aquest últim. 
Cal esmenar que l'efecte preventiu de 1'AcMo W3/25 va romandre fias i tot quan els 
iimfòcits T ja havien recuperat l'expressió normal de OM i va ser efectuí en protegir els 
animals d'una segona inducció amb Mycobacterium bufyricum. 

Així, malgrat l'augment de Iimfòcits T CD8* en sang perifèrica (Franch i col., 1994a) i 
l'increment del nombre de cèl·lules CDS* en el teixit sinovial artrític, aquesta població 
cel·lular no sembla exercir un paper rellevant en la patogènesi de l'AA. 

Els resultats obtinguts indiquen que els Iimfòcits T CD4* estan implvats en la tese de 
desenvolupament de l'AA i suggereixen que la down-regukuion de la molècula CD4 
comporta m reducció en ¡'alliberament de limfocines i altres mediadors inflanutoris dels 
Iimfòcits T CIV *. L'efecte preventiu de 1'AcMo W3/25 no havia estat descrit prèviament 
en l'AA, tot i que Van den Broek i col. (1992) havien publicat te inhibició de l'artritis 
p oduïctt per SC W emprant aquest mateix AcMo. D'altra banda, Billingham i col. (1990) 
hivien dtsi.i: que un AcMo anti-CD4 amb capacitat dcpleccionant, POX35, era capaç de 
pi-venir el desenvolupament de l'AA. Així, l'efecte beneficiós dels AcMo anti-CD4 sobre 
el desenvolupament de l'AA sembla que és independent del seu efecte a nivell cel·lular, és 
a dir, deplecció o modulació de la molècula CD4. 

L'AcMo W3/25 no va modificar els nivells d'anticossos antimicobacteri respecte el grup 
artrític control, indicant que la down-rtguloiion de la molècula €D4 només interfereix 
algunes funcions dels Iimfòcits T CD4*. Aquests resultats suggereixen que 1'AcMo W3/25 
té un efecte diferent sobre les activitats Thl i Th2, és a dir, les responsables del procés 
infkmatori i les responsables de la producció d anticossos, respectivament. Aquesta hipòtesi 
concorda amb els estudis de Papp i col. (1992) que descriuen la inhibició de la producció de 
IL-2 però no de IL-4 per un AcMo anü-CD4. 

A partir de l'any 1987, es va començar a aplicar el tractament amb AcMo anti-CD4 a malalts 
amb AR. Aquest fet resulta sorprenent ja que prèviament no s'havia descrit l'eficàcia 
d'aquesta teràpia en cap model experimental d'artritis. No va ser fins l'any 1992, que Van 
den Broek i col. van descriure l'eficàcia terapèutica d'un AcMo anti-CD4 sobre l'artritis 
induïda per SCW. D'altra banda, el tractament resultava inefectiu en TAIC en ratolí (Ranges 
i col., 1985; Hom i col., 1988; Williams i col., 1994) i en rate (Goldschmidt i Holmdahl, 
1994). 
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El tractament de mes amb AA ja establerta emprant l'AcMo W3/25,ala mateixa dosi que 
ta utilitzada en el tractament preventiu, va ser capaç de revertir la inflamació. Juntament amb 
d tractament amb W3/25, es va realitzar una teràpia amb 0X3 sol o addicionat al W3/25. 

casos, DO va interferir ni en el 
desenvolupament óe l'artritis establerta ni en l'efecte potto del W3/25, mostrant novament 
la poca rellevància dels bmfòcits T CDS* en ta cronificaciò del procés wtrític. De totes 
maneres, cal remarcar que ta deplecrió dels limfocits T CD§* va conduir a un pan 
increment en els nivells d'anticossos anümicobacteri. Per tant, Anant ta tase crónica de 
l'AA, els limfocits T CD8* exerceixen un paper regulador sobre els limfocits involucrats en 
la síntesi d'anticossos. 

Els efectes beneficiosos observats amb 1* AcMo W3/25 en els nostres experiment* sobre AA 
establera van ser transitoris i van desaparèixer desprès de 6 dosis. La ineficàcia de tas 
ultimes dosis pot ser atribuïda a ta resposta anü ratolí que es va detectar en tas fates tractades 
amb W3/25. En aquest sentit, ta interferència amb ta molècula CD4 pot esdevenir un mètode 
efectiu per revertir ta inflamació crònica, però és necessari que aquesta interferència sigut 
contínua i, per tant, és molt important que l'AcMo a emprar no actuï com a immunogen. Per 
tant. és de gran importància disposar de grans quantitats d'anticossos humanitzats per al 
tractament de l'AR humana. 

En resum, en aquest treball s'ha demostrat ta implicació dels limfocits T CD4* o 
col·laboradors no només en ta tase de desenvolupament deí procés artríüc, sinó també en el 
procés de cronificaciò, fet que permet considerar els limfocits T CD4* com a possibles 
dianes d'un tractament en l'AR humana. Cal tenir en compta, però, que aquest tractament 
s'ha de realitzar de forma contínua i amb molècules que no estimulin una resposta 
ím.nunitàna. A mes a més, s'ha demostrat que els limfocits T-y/Ò juguen un paper secundari 
en ei desenvolupament de l'AA i que aquest paper és mes aviat protector, modulant l'acció 
exercida per altres tipus cel·lulars en una detenninada tase de ta patologia. D'altra banda, 
els limfocits T CDS* no estan implicats en el desenvolupament de l'artritis, ni tan sols com 
a moduladors de l'acció dels limfocits T CD4• artntogèmcs. Per últim, malgrat ta rellevància 
dels limfocits T col·laboradors en el procés artrític, ta presència d'aquestes cèl·lules a nivell 
tnftarnatori tocat és mínima, suggerint un efecte regulat majoritàriament per atocines des dels 
òrgans limfoides. 
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CONCLUSIONS 

* 



• 

• 



1. L'cstiKliimmuiwhistoquímic del teixit sinovuü de genoll de ratcj amb artritis adjuvant 
v i mostrar absència de cúmuls de limfòcits T, tot i que es van detectar algunes 
cèl·lules CDS* els dies de màxima inflamació articular. D'altra banda, es va observar 
in augment de cèl·lules mononuclears CD4* en la membrana sioovial inflamada. 
Aquests dos fets suggereixen que els macròfags poden ser el tipus cel·lular 
majoritàriament responsable de la sinovias en l'AA. 

2. La membrana sinovia! de genoll dels animals artrítics va mostrar un augment en la 
població CDS*. Aquest increuent i la restringida presencia de limfòcits T (CDS*) 
són indicatius de la presència de cellules CD8*CD5 en la sinovia inflamada. 

3. La membrana sinovial dels animals artrítics va presentar un increment en les cèl·lules 
0X39*. que ja va ser manifest durant la fase de latència. i un augment en ei nombre 
de cèl·lules 0X6* i 0X33* a partir de restabliment de la patologia. 

4. El tractament amb dexametasona (0,3 mg/kg/dia, p.o) va revertir la sinovitis 
observada en els animals artrítics i va restaurar, a excepció de les cèl·lules CD8\ els 
increments de les poblacions cel·lulars detectats en sinòvies inflamado. 

5. La immunoteràpta de l'artritis adjuvant amb l'AcMo anti-TCR->/d de rata, Vü5, 
administrat de forma preventiva des del naixement o bé de forma terapèutica, abans 
o durant el màxim d'inflamació, no va modificar la «imptomatologia clínica ni les 
alteracions hematológiqnes de l'AA, fet que indica que els limfòcits T-r'5 no 
intervenen en la seva patogenia. 

6. El tractament de l'artritis adjuvant amb VAcMo anti-TCR-yí iniciat abans del màxim 
d'inflamació va potenciar, en fases tardanes de la patologia, el grau de destrucció 
articular present en els animals artrítics, suggerint un paper protector fase-depenent 
dels limfòcits T-yíè. 

7. L'administració de TAcMo anti-TCR-y/ó va provocar la desaparició de l'expressió 
normal del TCR en els limfòcits T-y/5 de sang i ganglis limfàücs. En una part de la 
població cellular T-ylò es va detectar la do*n regulaiion del TCR mitjançant la 
presència de limfòcits amb expressió reduïda del receptor. 

8. L'administració de l'AcMo anti-TCR-7/4 no va modificar el percentatge de limfòcits 
T-a/B ni l'expressió antigènica del TCR-a/B. 
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9. H gradient de sedimentació FicolMsopaque adaptat a rata i els tres mètodes de lisi 
d'eritròcits estudiats (lià amb clorur amònic, amb resctiu de Becton St Dickinson i 
d sistema Coulter Q-prep) son, els quatre, mètodes potencialment vàlids i aplicables 
en l'aïllament i caracterització fenotípica de limfbciü de sang perifèrica de rata. 

10. D gradient de densitat FicoU-Isopaque adaptat a rata és el mètode «pe proporciona 
uns percentatges de limfòcits CD5+, CD4* i CD25* mes baixo*, suggerint una 
pèrdua selectiva d'alguns limfbcits T. Amb el mètode de lià amb clorur amònic 
s'obtenen els percentatges mes baixos de limfòcits B, la qual cosa suggereix que els 
limfòcits B son sensibles a les condicions d'aquest mètode. 

11. L'administració de set dosis de l'AcMo anti-CD4 W3/25 durant la fase de latència de 
l'AA va prevenir el desenvolupament de la inflamació articular, fet que confirma el 
paper essencial dels limfòcits T CD4* en la patogènesi de l'AA. 

12. L'administració de l'AcMo anti CD8 OXS durant la fase de latència de l'AA no va 
afectar el desenvolupament de la inflamació articular. A més a més, l'administració 
conjunta de l'AcMo 0X8 amb l'AcMo W3/25 no va modificar l'efectivitat de l'AcMo 
W3/25, la qual cosa indica que els limfòcits T CD8* no intervenen directament ni 
exerceixen un paper regulador sobre els limfòcits T CD4* en la patogènesi de l'AA. 

13. El tractament preventiu amb l'AcMo W3/25 sol o conjuntament amb l'AcMo 0X8 
va induir un estat de resistència enfront d'una segona inducció de la patologia, 
realitzada 45 dies després de l'última administració d'AcMo. 

14. L'administració de 1" AcMo W3/25 produeix majoritàriament una dowrtgulation de 
la molècula CD4 en la superfície dels limfòcits T de sang perifèrica. 

15. L'administració de l'AcMo W3/25 sol o conjuntament amb l'AcMo 0X8 durant la 
fase de latència de l'AA no va modificar la producció d anticossos dirigits contra 
l'agent inductor. Aquest fet demostra que la down-rrgukiion de la molècula CD4 no 
interfereix el desenvolupament de la resposta immunitària humoral. 

16. Ei tractament amb l'AcMo anti-CD4 W3/25 iniciat un cop instaurada la patologia és 
capaç de revertir la inflamació articular ja establerta, fet que indica una implicació 
directa dels limfòcits CD4* en la perpetuació de l'AA. 

17. L'efectivitat terapèutica de l'AcMo W3/25, que ja és aparent després de 
l'administració de dues dosis, desapareix després de la sisena dosi. Aquesta pèrdua 
d'efectivitat es pot atribuir a la presència d'anticossos dirigits contra l'AcMo 
administrat, detectats en d plasma dels animals tractats. 
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IS. El trartamenttmb rAcMoanti-CD8 0X8 iniciat quan la patotogia ja és establerta no 
modifica d cun òel'AA. A n ^ ames, U terapia combinada W3/25+0X8 produeix 
els mateixos efectes beneficiosos que l'administració de 1'AcMo W3/25. 

19. La deplecció dels limfòcits CD8*. conseqüent al tractament curaüu amb l'AcMo 
0X8, s'acompanya d'un fort increment dels nivells d'anücossos uiú-Mycobacteñum 
butyhcum. Aquests resultats mostren la influencia dels limfòcits T CES* en la 
regulació de la resposta immunitàna humoral. Aquest fet, però, BO ha interferit en 
d desenvolupament de la resposta inflamatoria. 
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