Presentacion

En el afio 1994 se publicaba la primera Monografia de la serie
Monografias de Actualizacion en Ciencias Farmacéuticas, coordinada
por el Académico D. Arturo Mosqueira, con el Titulo "Diseiio de
Medicamentos" y el patrocinio de Farmaindustria. Poco después, y
correspondiente al ario 1995, seria publicada la segunda Monografia,
sobre Proliferacion celular y cincer coordinada por D. Julio Rodriguez
Villanueva y Diia. Maria Cascales Angosto, y patrocinada por la Fun-
dacion cientifica de la Asociacion Espaiiola contra el cincer. Al aiio
siguiente, 1996, se publica la tercera, coordinada por D. Antonio Portolés
Alonso, patrocinada por la Hermandad Farmacéutica del Mediterrdneo
v dedicada a glosar los aspectos mds actuales, interesantes y prometedo-
res del problema de la Autoinmunidad: algunos aspectos bdsicos y
clinicos.

Al Dr. Portolés corresponde el mérito del trabajo y el honor de la
presentacion de la Monografia. Pero yo no puedo sustrarme a dos
brevisimos comentarios. El primero hace referencia a la confirmacion y
consolidacion de un proyecto: la publicacion regular y periodica de una
serie de monografias en las que destacados especialistas presentan,
discuten y desvelan el momento actual y futuro previsible de inves-
tigaciones de vanguardia en el vasto campo de las Ciencias Farmacéu-
ticas.

El segundo, la felicitacion al coordinador que, sin regatear
esfuerzos, pone a disposicion de la Real Academia de Farmacia su tiempo
y saberes proponiendo temas, buscando colaboradores y haciendo el
silencioso trabajo de coordinacion que sélo se vislumbra, pero apenas
transciende, cuando se tiene en la mano una obra bien hecha.

Antes de que seque la tinta de la 3° Monografia, ya se han
comenzado los trabajos de la 4° a la que, probablemente antes de un ario,
también daremos la bienvenida.



Como miembro de esta Real Academia de Farmacia, satisfaccién
por la continuidad de las publicaciones y agradecimientos a los que en
ellas trabajan, son los nobles sentimientos que nos embargan y animan a
proseguir en tan noble empresa.

Rafael Cadorniga Carro



Prélogo

Me cabe el honor de hacer el ofrecimiento de la obra "Autoinmu-
nidad: algunos aspectos bdsicos y clinicos” confeccionada y editada por
la Fundacion "Casares Gil” de la Real Academia de Farmacia, de la que
soy patrong.

La obra ha sido patrocinada por el grupo empresarial Hefame que
me honro en presidir y que demuestra de este modo su vocacion de
servicio a la profesion en una diversidad de funciones y facetas.

En efecto, desde la actividad economica que se desarrolla por
nuestra cooperativa, dentro del sector de la Distribucion Farmacéutica,
se estan ofreciendo a socios y clientes ayudas materiales y profesionales
que hacen viables y rentables a gran niimero de oficinas de Farmacia y
permiten un ejercicio digno de la profesion.

No obstante con ese amplio tipo de servicios no se agota el noble
deber de un proyecto que estd llamado a ser instrumento al servicio de
todo el colectivo farmacéutico y social.

Este patrocinio repito, es una muestra mds del indiscutible deseo
de participar en la difusion del acervo cientifico y cultural de la Real
Academia de Farmacia en linea con la antedicha vocacion.

Francisco J. Vicente Ortega



Introduccion

Como es sobradamente conocido, en un determinado momento de
la evolucién de los seres vivos aparece la posibilidad de un sistema
inmune rudimentario que habria de ir plasmandose en receptores
superficiales de membrana capaces de distinguir lo propio y lo ajeno.
Dicha capacidad, mediante multiples y sucesivos intentos de adaptacién,
se fue ampliando y diversificando en su repertorio de elementos hasta
llegar a establecerse el papel diferencial de un complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), como la expresién de una region genética
perfectamente definida y que era imprescindible para la supervivencia
mediante el control de la organogénesis. Ello no obstante, en ocasiones,
este extraordinario sistema de autorreconocimiento, encargado de
conservar lo propio y destruir lo extrafio, puede experimentar alguna
alteracidn en su fina y equilibrada trama de mensajes moleculares; cuando
este equilibrio se rompe aparecen una serie de trastornos que cobran un
especial relieve en la progresion de enfermedades autoinmunes, cuya
etiopatogenia aparece en constante revision investigadora por parte de
inmunologos, bioquimicos, bidlogos y clinicos.

Muy a principtos de este siglo XX es cuando, por primera vez, se
llama la atencidon sobre una serie de respuestas anémalas de autoagresion
organica que, EHRLICH y MORGENROTH (1901), definirian como
"horror autotéxicus” y que pocos afios mas tarde se atribuirian a autoan-
ticuerpos capaces de actuar frente al propio organismo en determinadas
circunstancias patolégicas aunque el sistema inmune mantenga activos sus
complejos mecanismos de regulacion; pero es, durante el ultimo tercio de
siglo, cuando los avances en Genética y Biologia Molecular empiezan a
aclarar multitud de interrogantes en el conocimiento de los fenémenos
autoinmunitarios, hasta el punto de llegar a la patogenia de ciertas
enfermedades autoinmunes. Asi mismo, algunos datos relativos a las
interaccion receptor-ligando fueron materializandose en nuevos conceptos
de patologia molecular, ya revisados por ARIENS (1983), que pueden ser
traducidos a estados de salud o enfermedad de acuerdo con los mecanis-
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mos de regulacién inmunitaria y segin las claves usadas para interpreta-
cion del reconocimiento y comunicacién celular dentro de cada organismo.
La relacion afinidad/avidez de los receptores de las células T, condiciona
en un organismo normal una correcta seleccidn timica positiva o negativa
que, en su triple capacidad de retener las células Wtiles, destruir las
perjudiciales o descartar las imitiles, puede, en ultima instancia, originar
un funcionamiento apropiado o erroneo de la respuesta inmune. A ello
habra de sumarse, también, la eliminacién o inactivacién de células B
reactivas que tienen antigenos propios solubles o ligados a membrana para
alcanzar un estado de tolerancia: en ningin modelo biolégico es tan
patente la influencia de las relaciones estructura-funcion para conseguir
tanta versatilidad en sefiales moleculares, cuya falta de armonia puede
desencadenar una enfermedad por autoagresién.

Cada dia es mas frecuente encontrar en la bibliografia médica
numerosos cuadros patoldgicos que son atribuibles a fenémenos autoin-
munitarios, en los que no siempre son conocidos sus mas intimos
mecanismos, pudiendo ser organoespecificos o bien dar lugar a asociacio-
nes andmalas que conduzcan a sindromes autoinmunes de carécter
multiple, en los que influyen ciertas co-localizaciones de regiones
cromosomicas para dar lugar a estos cuadros autoinmunes poligénicos en
los que puede haber también sutiles cambios en el balance Thl/Th2.
Conceptualmente, y de modo resumido, se admite que una reaccion
autoinmune puede producirse en condiciones patoldgicas por muy variadas
causas, como pueden ser: a) aparicion de clones linfocitarios autorreac-
tivos; b) modificaciones en el estado de tolerancia; c) alteraciones en la
regulacion que conducen a desequilibrios entre las células T supresoras y
las T inductoras; d) apariciéon de neoantigenos por efecto de infecciones
virales o microbianas o incluso por alguna accion toxica.

Parece suficientemente demostrado que la mayoria de las enfer-
medades autoinmunes Organo-especificas se producen por respuestas
inmunolégicas inapropiadas contra antigenos del propio organismo para los
cuales no se ha establecido una adecuada tolerancia; mientras que en los
casos de autoinmunidad sistémica pueden producirse anomalias tales como
alglin defecto en los mecanismos de apoptosis o incluso reacciones frente
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a antigenos propios alterados o neoliberados, existiendo un amplio
espectro de hipdtesis de trabajo que justifican diversos mecanismos
ctiologicos potenciales para desencadenar una enfermedad autoinmune.
Asi, la accesibilidad de ciertos antigenos periféricos, previamente
secuestrados tras ciertas barreras anatomicas y que por ello no precisan de
tolerancia por no entrar en contacto con las células T en desarrollo, puede
ser la causa desencadenante de un estado patolégico por liberacién de
antigenos anatomicamente secuestrados. También la existencia de
determinantes cripticos que por pasar desapercibidos entre ios epitopos
dominantes no induce tolerancia, hace que en su liberacion reaccionen con
células T potencialmente reactivas para ellos; dichos antigenos pueden
liberarse por efecto de infecciones, tumores o acciones téxicas y producir
una reaccién cruzada como antigeno extrafio; Gltimamente parece haberse
demostrado que algunos iones metalicos pueden desnaturalizar proteinas
y poner de manifiesto determinantes cripticos que permanecian ocultos.
Por otra parte, puede haber situaciones de anergia o incapacidad para
reconocer un determinado epitopo por falta de coestimuladores o ausencia
de una segunda seifial para la célula T especifica que, en estas condiciones,
permanece quiescente; aunque si se produjera una presentacidon adecuada
y una coestimulacion suficiente esta cé€lula T seria capaz de ponerse en
actividad y producir una agresidn tisular. Estas dos altimas teorias son
compatibles con las hipotesis de mimetismo melecular producido por
agentes infecciosos que condicionan, no sélo la aparicién de determinantes
miméticos, sino también alguna lesion de los tejidos y una liberacion de
antigenos secuestrados ¢ incluso accesibilidad a ciertos determinantes
cripticos. También puede producirse ocasionalmente, redistribucién de
moléculas intracelulares con expresion ectdpica de las mismas, aparicion
de neoantigenos, presencia de activadores policlonales y existencia de
errores en la tolerancia central o periférica, asi como modificaciones
en el espectro de sintesis de las citoquinas tal como se ha demostrado
con las sales de mercurio al modificar los perfiles en la sintesis de estos
factores provocando algunos cambios en el balance Th1/Th2.

También existen factores genéticos que contribuyen a la predisposi-
cion para enfermedades autoinmunes. Segiin parece son multiples los
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genes que contribuyen a la induccion de este tipo de enfermedades y no
basta una simple anormalidad genética, por si misma, para inducir el
estado de enfermedad. Los estudios sobre genoma humano que actual-
mente se realizan permitiran ir localizando los genes y loci origen de esta
predisposicion y sus mecanismos.

Esta claro que los principales genes que contribuyen a esta
predisposicion patologica son los mismos del sistema MHC pero ellos no
se bastan por si solos sino que también intervienen otros genes que
participan en la codificacion de receptores de las céluias T, de inmunoglo-
bulinas, citoquinas, etc, alterando la regulacion del sistema. La acumula-
cion de alteraciones en pohimorfismos susceptibles de producir enfermedad
dan lugar a alteraciones distintas a las producidas por un gen critico para
la homeostasis inmune. Por ejemplo, una mutacion en el gen estructural
para la 11-2 puede intervenir en la diabetes espontanea en ratones NOD.

Un interés particular presentan los marcadores informativos de los
microsatélites gendomicos formados por largos polimorfismos de cadena
simple, integrados por secuencias repetidas (usuaimente dinucleétidos) y
que llegan a producir muy diversos grados de alteraciones moleculares de
caracter polimorfico capaces de modificar una respuesta inmune normal.
Este tipo de genes se puede identificar en muchas enfermedades ligadas
al MHC junto con genes mutantes tales como Ipr, gld y motheaten.

Se han identificado enfermedades autoinmunes que tienen un curso
monofasico tipico en el que linfocitos autoinmunes, como pueden ser los
encefalitogénicos, son cotrolados por células T reguladoras o por el propio
tejido diana mediante un mecanismo de apoptosis; sin embargo, no esta
totalmente esclarecido qué interacciones se requieren para causar apoptosis
de células T en el SNC aunque parece que hay intervencion de los astroci-
tos. Por otra parte, también se han identificado defectos en algunos genes
relacionados con la apoptosis y éstos, como se puede ver mas adelante en
esta Monografia, alcanzan a tener una clara intervencién en la enfermedad.

Son varios los problemas que se plantean en el estudio de las
enfermedades autoinmunitarias, no solo en cuanto a los mecanismos y
criterios para su inclusidn en un determinado cuadrq clinico definido, sino
también en cuanto se refiere a precisar la naturaleza de los antigenos
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desencadenantes (si €stos son propios, necformados o extrafios), o también
la naturaleza de los posibles factores del medio ambiente que pueden
iniciar o desencadenar €l proceso autoinmunitarto. Es interesante conocer
exactamente las caracteristicas estructurales que diferencian los autoan-
ticuerpos patogénicos de los no patogénicos y las variaciones de células
T, asi como la identidad de genes y mecanismos de accién que predis-
ponen o aceleran la autoinmunidad. Desde un punto de vista etiolégico
habra de tenerse en cuenta que pueden existir varias posibilidades no
excluyentes entre si como la predisposicion genética y las alteraciones en
procesos de apoptosis, asi como diversas respuestas inapropiadas de
autorreactividad que modifiquen el nivel de inmunotolerancia y la
intervencion de diversas citoquinas. Por ejemplo, en el proceso de
vigilancia inmunoldgica se ha comprobado la intervencion de una proteina
de shock térmico, relacionada con tres tipos de genes y con varios alelos
(HSP 70-1, HSP 70-2 y HSP HOM), que pueden expresarse por infeccidn,
transformacién oncogénica o por alteraciones de tolerancia, para dar lugar
a lesiones del tipo lupus en macrofagos y linfocitos periféricos.

Alguna de las mas interesantes incégnitas aparece asociada al
conocimiento de la verdadera naturaleza del antigeno desencadenante, la
extraordinaria diversidad de los anticuerpos y la duda de si el disparo
inicial tiene alguna relacion con el antigeno reconocido por el autoan-
ticuerpo. De hecho, hoy se sabe que los determinantes o epitopos
reconocidos por el autoanticuerpo y la célula T cooperadora prerrequerida,
pueden residir sobre diferentes moléculas dentro de un complejo supramo-
lecular. Asi, por ejemplo, el disparo inicial en casos de lupus eritematoso
sisttmico para producir los autoanticuerpos anti-DNA reside en la
cromatina {complejo del DNA, histonas y otras proteinas del niicleo) mas
que en la propia molécula nDNA y también, otra prueba, es que los clones
de células T cooperadoras para la induccién de estos anticuerpos anti-
nDNA secretan interleuquina 2 en presencia de células singeneicas
presentadoras de antigenos y nucleosomas, pero no de su nDNA constitu-
yente o de histonas, puesto que el epitopo se encuentra en los péptidos
MHC-presentados que se derivan del nucleosoma y no del 4cido nucleico
per se.

11
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Desde una vision polarizada hacia la posible investigacién y
desarrollo de farmacos, la terapia de las enfermedades autoinmunes se
debate entre la correccion de lo sintomatico y el control del mecanismo de
la agresidn. Asi, en enfermedades con anomalias en la regulacion de Ia
respuesta inmune se acude a la administracion de diversos inmunomodu-
ladores e inmunosupresores inespecificos, alguno de ellos altamente
efectivos como el tacrolimus (FK 506), que es un antibidtico macrolido
usado en la hepatitis cronica autoinmune y que puede ser 10 a 200 veces
mas activo que la ciclosporina, o también a una irradiacion linfoide total
junto a bajas dosis de esteroides.

La inmunoterapia puede ser mas o menos selectiva orientandose al
bloqueo de ciertas funciones, como los tratamientos con interieuquina 2-
toxina, o la induccidén de cambios mas permanentes haciendo uso de la
capacidad de memoria del sistema inmune; asi se pueden utilizar
anticuerpos contra moléculas de artritis MHC-II asociadas, o diversos
anticuerpos bloqueantes anti-CD4 y anti-TCR, o inclusive frente a
supuestos autoantigenos previamente detectados en algin cuadro patolo-
gico determinado. También se puede acudir a intentar producir tolerancia
o pérdida de susceptibilidad utilizando antigenos periféricos asociados a
tejidos especificos. Por ejemplo, la inyeccién intratimica de células de
islotes de pancreas puede prevenir la diabetes autoinmune en ratas BB y
en ratones diabéticos NOD, modelo sobre el cual se presenta un documen-
tado trabajo en esta monografia. También la encefalitis autoinmune
experimental (EAE) fue prevenida en ratas susceptibles mediante una
inyeccion intratimica previa de proteina basica de mielina o de su principal
péptido encefalitogénico. Por otra parte, la expresién transgénica en el
timo de ciertos antigenos asociados con una enfermedad puede inducir
tolerancia a través de delecion clonal o anergia, evitando dicha enfer-
medad.

Adn hoy, pese a los avances conseguidos en investigacién
inmunologica, todavia existen algunas incognitas para ciertas enfermedades
autoinmunitarias que se relacionan con la naturaleza del antigeno
desencadenante y en su interaccidén con el posible anticuerpo; asi, cabria
preguntarse: jesta en dicha interaccién el cuadro patoldgico?, jcomo se
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responsabiliza, enire los varios autoanticuerpos asociados a una enfer-
medad, cual es el verdadero responsable?, ;clal es el agente desen-
cadenante de la reaccidn inicial entre un neoantigeno y su autoanticuerpo?,
y también si jresulta ser éste el verdadero origen de la enfermedad?.

En cuanto al tratamiento, el futuro aparece prometedor y aunque
la monoterapia untversal sea improbable, estan siendo desarrollados nuevos
inmunosupresores mas activos y especificos mientras que la investigacion
inmunolodgica aporta cada dia mas conocimientos a la intimidad de los
mecanismos con el fin de alcanzar su control mediante citoquinas
involucradas en los propios procesos inflamatorios, permitiendo manipular
a los mediadores en estas respuestas de autoagresion.

Con el deseo de aportar nuevos datos para un mejor conocimiento
cientifico de la Autoinmunidad presentamos esta Monografia en la que se
exponen algunos recientes avances, junto a oportunas revisiones, y
resultados obtenidos por los propios autores de los articulos. Una mirada
a los trabajos que se incluyen en esta Monografia, la tercera de la serie
que edita la Real Academia de Farmacia, nos permite comprobar la
diversidad de temas tratados y la profundidad de su estudio, tanto en
investigacion inmunologica basica como en ciertos aspectos particulares
de algunas enfermedades con gran interés clinico. En relacion con algunos
aspectos basicos del tema se estudia la asociacion de antigenos HLA con
la enfermedad y los mecanismos que soportan dicha asociacién; el papel
de la autorreactividad de células B y T y los posibles desequilibrios en la
regulacion de las citoquinas para la aparicién de cuadros autoinmunes, asi
como la implicacién en ellos de los mecanismos de apoptosis. En relacion
con otras vertientes del problema, también se estudia la participacién de
diversas infecciones en la aparicién de autoinmunidad; la existencia de
autoanticuerpos circulantes que modifican la "cascada factorial” para la
formacion de fibrina; se hace una puesta a punto de los conocimientos
actuales sobre esclerosis multiple y se investiga la presentacién antigénica
en un modelo murino de diabetes autoinmune. Es justo, por tanto,
agradecer todas estas contribuciones cientificas a los investigadores que
han colaborado con sus conocimientos y aportaciones experimentales al
propdsito didactico de este libro.
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No quiero terminar estas reflexiones sin manifestar mi satisfaccién
porque la Real Academia de Farmacia haya hecho objeto de su eleccion
a tan interesante tema para la tercera Monografia de la "Serie de Ac-
tualizacion en Ciencias Farmacéuticas" y expresar mi sincero reconoci-
miento a HEFAME, Hermandad Farmacéutica del Mediterraneo, por el
desinteresado patrocinio de la edicién de esta obra bajo los auspicios de
la "Fundacién José Casares Gil".

Antonio Portolés Alonso
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1. EL SISTEMA HLA.

1.1 Generalidades.

Todo organismo vertebrado posee la capacidad de producir una
respuesta de defensa frente a cuerpos extrafios, ya sean sustancias
exdgenas (antigenos) o injertos de trasplante (aloantigenos). Esta capacidad
se manifiesta mediante dos tipos de mecanismos, uno de defensa inmune
humoral y otro de defensa inmune inmediata mediada por células. En
ambos casos estos mecanismos se realizan por células linfoides con una
capacidad de respuesta intensa cuando se produce un segundo contacto con
el antigeno.

En el caso de rechazo a injertos se observé que existian una serie
de moléculas que tenian una importancia predominante a la hora de la
supervivencia de los mismos. Estas moléculas eran los productos de una
region determinada del genoma a la que se denominé complejo principal
de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex, MHC).

Se han encontrado, en todas las especies de mamiferos estudiadas,
sistemas principales de histocompatibilidad analogos. Los mas estudiados,
en la actualidad, son el de raton que se denomina H-2 (situado en el
cromosoma 17) y el del hombre que se denomina HLA (Human Leuko-
cyte Antigens)(situado en el cromosoma 6, Ploegh y col., 1981).

Aunque el complejo principal de histocompatibilidad fue deter-
minado por su papel en el rechazo de los trasplantes, se sabe que los
antigenos codificados por esta region intervienen a muchos niveles en el
reconocimiento inmunoldgico.

1.2. Estructura proteica de los antigenos HLA.
El sistema HLA se comporta como un sistema dialélico, autoso-

mico y codominante constituido por una serie de genes que codifican para
un amplio grupo de antigenos de la superficie celular que se agrupan
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fundamentalmente en 2 clases:
1.2.1. Antigenos HLA de clase 1.

Dentro de este grupo se han incluido los antigenos HLA-A, -B, -C,
Hamados clasicos que se expresan en la superficie de todas las células
nucleadas, plaquetas y espermatozoides. Estos actiian de marcadores para
el reconocimiento de lo propio frente a lo no propio, necesario al
organismo para defenderse de agresiones extraiias y presentan antigenos
exogenos principalmente a las células T citotoxicas. Por otra parte se han
descrito recientemente otra serie de loci HLA de clase I, llamados no
clasicos (denominados HLA-E, -F, -G, -H, -J, -L y -K) de los cuales sélo
de algunos se sabe su posible funcionalidad.

Los antigenos HLA de clase I clasicos (HLA-A, -B, -C) son
glicoproteinas transmembranales que constan de dos cadenas polipeptidicas
unidas no covalentemente. Una pesada transmembranal de 44kd de masa
molecular, llamada cadena o y que se codifica a nivel de los genes del
sistema HLA propiamente dicho y una ligera (32 microglobulina) de 12
kd de masa molecular codificada por un gen que no pertenece al sistema
HLA que se encuentra en el cromosoma 15 (Figura 1). La cadena pesada
consta de 3 dominios de igual longitud llamados al, a2 y a3 (Figura 1).
Los dominios al y «2 no presentan secuencias homologas con las
regiones constantes o variables de las inmunoglobulinas. Los dominios o3
y B2 microglobulina presentan secuencias relativamente conservativas y de
gran homologia con las regiones constantes de las inmunoglobulinas.

Se ha conseguido cristalizar un fragmento soluble de los antigenos
HLA-A2, A28 y B27 compuestos de a1, a2, a3 y B2-microglobulina. Los
dominios al y a2 constan cada uno de una estructura de lamina B
antiparalela y una o-hélice (Figura 2, Bjorkman y col, 1987). En el
dominio a2 existe un puente disulfuro que une la cadena B8-amino terminal
y su a-hélice mas larga. Las dos estructuras  de al y a2 forman una
unica ldmina de 8 cadenas y, por encima, paralelas entre ellas mismas
estan las dos estructuras o-hélice. En el aminoacido 86 (Asparagina) la
cadena pesada presenta una ramificacion de oligosacaridos. Entre las dos
a-hélices aparece una hendidura cuyo fondo viene dado por la lamina 3
antiparalela. Esta hendidura representa un lugar de unidn para un pequefio
peptido de un antigeno procesado.
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1.2.2. Antigenos HLA de clase 11.

El descubrimiento de estos antigenos vino dado por la respuesta
linfoproliferativa entre hermanos que eran serolégicamente HLA-A y -B
idénticos. A este sistema se le denominé HLA-D. Posteriormente se
identificaron antigenos relacionados con este HLA-D, denominandose
HLA-DR (D "Related"). Estudios similares definieron antigenos que
parecian ser especificidades piblicas de HLA-DR y se denominaron MT,
MB, DC y SB. Sin embargo, se esclarecid que eran nuevas series
antigénicas que se han denominado HLA-DR52/DR53, -DQ y -DP. Se
expresan principalmente en las células que primero entran en contacto con
antigenos extraiios, estas son: macrofagos, linfocitos B, células en-
doteliales, células de Langerhans y linfocitos T blastoides activados.

Los antigenos HLA de clase Il son glicoproteinas transmembra-
nales que constan de dos cadenas polipeptidicas, una cadena pesada o de
aproximadamente 34 kd de masa molecular y una cadena ligera B de 28
kd de masa molecular unidas no covalentemente y ambas codificadas
dentro del sistema HLA. Cada molécula o 6 B esta formada por cuatro
dominios, uno aminoterminal, distal a la membrana celular (o1 y B1), uno
proximal (a2 y [32), homologo a las regiones constantes de inmunoglo-
bulinas, un péptido conector y otra que consta de una region transmembra-
nal y una pequefia region intracitoplasmatica. Las distintas cadenas o
contienen dos sustituciones de carbohidratos, mientras que las cadenas B
solo presentan una ramificacion de oligosacaridos (Figura 3).

Se ha cristalizado la molécula HLA-DRI1 resultando tener una
estructura tridimensional similar a la de los antigenos HLA de clase |
(Figura 4, Brown, J H. y col. 1993). Los dominios al y 1 formarian una
estructura analoga a los de los dominios al y o2 de los antigenos HLA
declase ] y a2 y B2 a la de los dominios o3 y 32-microglobulina dando
lugar a una estructura similar a la de los antigenos HLLA de clase I con la
misma significacion biologica que éstos.
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Figura 1.- Estructura esquematica de los antigenos HLA de clase 1. Se observan los 3
dominios extracelulares de la cadena ¢ y la B;-microglobulina.
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Figura 2.- Estructura tridimensional del antigeno HLA-A2. a) Estructura completa del cristal.
La l&mina (3 antiparalela se representa por flechas y las hélices o por lazadas enrolladas. Los
puentes disulfuro se representan por dos esferas conectadas. b) Visién superior de la parte
mas distal de la molécula HLA.
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QM EMBRANA

PLASMATICA

CITOPLASMA

Figura 3.- Estructura esquematica de los antigenos HLA de clase 11. Se observan los 4
dominios extracelulares de las cadenas o v B.
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Figura 4.- Estructura tridimensional del antigeno HLA-DRI1. Parte distal de la
molécula, como se observa su estructura es similar a la de los antigenos HLA de clase
L.

1.3. Organizacién génica del sistema HLA.

Los genes que codifican para los antigenos HLLA de clase 1, I1 y III
ocupan aproximadamente 2 ¢cM (0.8% del genoma humano)(Figura 5). La
causa de la proximidad de estos genes seria debida a la funcién comin de
reconocimiento de estructuras extrafias o "no propias" y a que el control
de mecanismos especificos de defensa requiere un sistema regulador
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finamente ajustado y que s6lo podria obtenerse gracias a esta proximidad.
1.3.1. Organizacion génica de los antigenos HLA de clase 1.

Dentro del sistema HLA la region de genes que codifican los
antigenos HLA de clase 1 abarca aproximadamente los 2000 kb mas
distales al centromero. Se han descrito alrededor de 20 loct dentro de los
cuales existen genes, pseudogenes y fragmentos de genes (Figura 5). Los
primeros genes de esta region que se determinaron fueron los que
codifican para toda la serie de antigenos detectados serologicamente que
se denominan HLA de clase I cldsicos y cuya nomenclatura es HLA-A, -
B, -C. Existen una serie de genes que se les ha denominado HLA de clase
I no clasicos, cuya nomenclatura oficial es HLA-E, -F, -G, -H, -}, -L, -K
y otra serie de 7 loci de los cuales 4 estan constituidos por pseudogenes
(Figura 5).

Organizacion génica de los antigenos HLA de clase I cldsicos. Los genes
HLA de clase I que codifican las cadenas o de los antigenos HLA A, B
y C constan de un primer exén que codifica un péptido sefial y de 7
exones. De éstos, los exones 2 a 5 codifican para los tres dominios
extracelulares al, a2, a3 y el dominio hidrofobico de la regidén tras-
membranal. El dominio citoplasmatico se codifica por diferentes exones
dependiendo del tipo de antigeno. Una caracteristica de los genes HLA de
clase I es Ia homologia de secuencias de nucleotidos entre los distintos
alelos de la serie HLA-A en su regién 3’UT que se diferencia claramente
de los alelos de las series HLA-B y -C.

Por otra parte, cabe destacar que los exones 2 y 3 son los més
polimdrficos, y coinciden con el primero y segundo dominios externos
proteicos, el exén 4 que codifica el dominio tercero es el més conservativo
dentro de los grandes exones.
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Organizacion génica de los antigenos HLA de clase I no cldsicos. La
distribucidon de intrones/exones de los genes HLA-E, -G, -F, -H y -J es
similar a la de los antigenos clasicos de clase 1 aunque existen deter-
minadas deleciones que producen proteinas de tamaiio mas pequefio.

Recientemente se ha dado la nomenclatura oficial de HLA-K y -L
a otros dos nuevos genes HLA de clase | no clasicos.

1.3.2. Organizacion génica de los antigenos HLA de clase II.

La regién de los genes HLA de clase II (Figura 5) se extiende
aproximadamente en las 900 kb mas cercanas al centrdmero y contiene
distintos tipos de genes funcionales, entre ellos los que codifican para los
antigenos HLA propiamente dichos y otros de reciente descubrimiento
cuya funcion es el procesamiento de antigenos exdgenos y transporte de
los péptidos resultantes de esta operacion.

Genes que codifican para antigenos HLA de clase II. Los loci que
codifican para los antigenos HLA de clase II o region HLA-D contienen
5 subregiones o familias de genes llamados HLA-DR, -DQ, -DP, -DO/DN
y DM. Cada una de ellas contiene, al menos, un gen para la cadena pesada
(o) y otro para la cadena ligera (B) y se denominan A y B, respec-
tivamente.

Subregion HLA-DR. La subregion DR se compone de 1 gen DRA1 que
codifica para la cadena o no polimérfica, 1 gen DRB1 que codifica una
cadena B polimérfica que da todas las especificidades DR1-DR18, una
serie de genes DRB algunos de los cuales codifican para distintas cadenas
3 (DRB3, DRB4 y DRBS5) y otra serie de pseudogenes DRB, definidos asi
por tener deleciones o codones de stop (DRB2, DRB6, DRB7, DRBS8 y
DRB9), pero no se puede descartar en ellos una posible funcionalidad e
incluso expresion proteica. Los genes y pseudogenes DRB se distribuyen
de 5 maneras diferentes dependiendo de la especificidad DRBI.
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Subregion HLA-DQ. La subregion DQ se compone de cinco genes. DQALI
y DQB1 que codifican para las cadenas 53, muy polimérficas, y o, menos
polimérficas. DQA2 y DQB2 de los que no hay datos para asegurar que
son pseudogenes y cuya expresion, si existe, no se conoce. Mds recien-
temente se ha descrito un quinto gen llamado DQB3 en el que tampoco
hay evidencia de su expresion.

Subregion HLA-DP. La subregién DP contiene dos pares de genes A y
B. 1gen Ayl gen B (Al, B1) que codifican para las correspondientes
cadenas o y B funcionales. Los otros dos genes (A2 y B2) parecen ser
realmente pseudogenes.

Subregion HLA-DN/DO. Solo existe un gen para cada loci de esta
subregion llamados DNA y DOB. DNA se localiza cercano a DP y DOB
cercano a la regién DQ. Debido a la distancia entre ambos genes (100 Kb)
parece que no se podria formar heterodimeros o/B, pero no hay datos
concluyentes al respecto.

Subregion HLA-DM. Los loci de esta subregion, DMA y DMB se han
descrito recientemente y se localizan entre los loci DOB y DNA. La
comparacion de su secuencia con la de los genes de clase I y Il los sitta
en una posicion intermedia.

Estructura de los genes HLA de clase I1. Los genes que codifican las
cadenas o de los antigenos HLA de clase Il constan de 5 exones que
incluyen el péptido lider y la region 5°UT, los exones para los
dominios ol y o2 y un cuarto exon que codifica el péptido conector, la
region transmembranal, el dominio citoplasmatico y parte de la regién
3’UT. Las cadenas B se codifican por un exo6n para el péptido lider, 2
exones para los dominios proteicos 81 y B2, un cuarto ex6n para el
péptido conector, el dominio transmembranal y parte del dominio
citoplasmatico. El resto del dominio citoplasmatico se codifica en al
menos dos exones mas con variaciones dependiendo de la subregion
considerada.
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1.4. Polimorfismo del sistema HLA.

Una de las caracteristicas mds interesantes del sistema HLA es el
gran polimorfismo que posee con la presencia de un gran nimero de
variantes alélicas de cada uno de los loci genéticos. El gran polimorfismo
de este sistema ha sido de gran utilidad a nivel inmunolégico en la mejora
de la supervivencia en los trasplantes de ¢rganos, asi como el caricter de
determinados alelos como marcadores de enfermedad. Por otra parte
gracias a esta gran variabilidad este sistema es de gran ayuda para estudios
de medicina legal asi como en el estudio de la base genética de las
distintas poblaciones mundiales al haber un reparto diferencial de las
distintas variantes alélicas.

El polimorfismo de este sistema se detectd originariamente por
técnicas llamadas seroldgicas, que consisten en ensayos de linfocito-
toxicidad por anticuerpos mediada por complemento. Con el avance de las
técnicas de genética molecular se ha aumentado el polimorfismo detectado
por serologia. Se describieron por este orden, técnicas de identificacién de
fragmentos de restriccién de longitud polimérfica mediante hibridacién
con sondas especificas (RFLP) y en segundo lugar secuenciacién de
exones polimoérficos de DNA e hibridacion con oligosondas especificas de
alelo (oligotipaje) mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
(Bodmer, J.G., Marsh, S.G.E., Albert, E. y col., 19953).

2. ESTUDIO DE LA ASOCIACION HLA-ENFERMEDAD.
2.1. Consideraciones generales.

Con la utilizacién de métodos serolégicos, se demostré en 1967 por
primera vez una asociacion entre antigenos HLA y enfermedad. Este
trabajo pionero llevé a una rapida expansion en los estudios de asociacion
de HL A y diversas enfermedades, sint embargo, estos trabajos se realizaron
en grupos de pacientes pobremente definidos, de pequefio niumero y con
controles inadecuados, ademas solo existia la capacidad de definir pocas
especificidades de los antigenos HLA existentes en esa época.
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Estos estudios mejoraron, sobre todo en funcidon de tres carac-
teristicas fundamentales: 1) Jos avances de la tecnologia (genética
molecular) que permitié un definicion més precisa de los antigenos HLA,
2) el conocimiento de la estructura tridimensional de las moléculas del
MHC y 3) el descubrimiento de un gran ntimero de genes dentro de la
regién HLA que en desequilibrio de ligamiento con los loci de la misma
pudieran ser los genes verdaderos de susceptibilidad a la enfermedad.

Para todo estudio de asociacion del sistema HLA y enfermedad hay
que tener en cuenta una serie de aspectos como los siguientes:

2.1.1. Definicion del grupo de pacientes.

Es necesario establecer unos criterios para la inclusion de los
pacientes en cualquier estudio. La prevalencia de la enfermedad a estudio
determina ¢l nimero de pacientes a ser incluido en el estudio. En
enfermedades comunes, la muestra de pacientes se puede obtener en un
espacio geografico reducido, sin embargo, en enfermedades raras, no
comunes, e€s necesario recorrer una regién geografica amplia. Por otra
parte, también es necesario incluir un nimero suficiente de pacientes para
la utilizacion de determinados test estadisticos, los cuales son esenciales
si se llegan a obtener resultados concluyentes. Como norma general, se
deben incluir al menos 50 pacientes en un estudio. Sin embargo, cuando
se esta estudiando un enfermedad rara, se acepta un nimero menor de
pacientes, particularmente si se encuentra una asociacién de determinado
antigeno HLA con la enfermedad.

Se pueden realizar estudios en poblacion, aunque los estudios
familiares son mas efectivos para establecer una asociacion del sistema
HLA con la enfermedad. Si la patologia es claramente heredable, los
estudios familiares son esenciales. Si no es asi, los estudios familiares
pueden establecer el haplotipo asociado a la enfermedad.

Un estudio de asociacién HL A-enfermedad en poblacién stempre
debe limitarse a un determinado grupo étnico. La frecuencia de los
antigenos HLA varia entre las distintas poblaciones humanas y una mezcla
étnica introduciria serios errores. Se ha demostrado que un determinado
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antigeno HLA se asocia con un determinada enfermedad en una poblacién
y con otro en otra poblacién distinta.

2.1.2. Definicién del grupo de controles.

El establecimiento de una asociacidn entre un antigeno HLA y la
enfermedad depende de la comparacion de los datos obtenidos entre la
poblacion sana y la enferma. Normalmente se suele utilizar personal de los
laboratorios o del hospital donde se realiza el estudio en la que se puede
confirmar el caracter de poblacién sana. También se pueden utilizar los
donantes de un banco de sangre, pero podria representar un grupo
seleccionado de la poblacion, en orden a evitar transmisiones virales y por
lo tanto no llegar a ser un grupo control adecuado. Como se puede
deducir, el establecer diferencias en los antigenos HLA y en sus frecuen-
cias génicas dentro de una regién geografica pequeiia lleva a la necesidad
de obtener un grupo control de esa misma region.

2.2, Calculos estadisticos.

La consideracién de algunos principios estadisticos fundamentales
es necesaria en los estudios de asociacion HLA y enfermedad. Estos
principios dardn lugar a la eleccidn del tamario de la muestra a estudiar,
la eleccion de un estudio basado en poblaciones o en familias y en la
seleccion de los controles.

2.2.1. Estudios en poblacién.

Si los individuos con diferentes antigenos HLA tiene distinta
susceptibilidad a padecer la enfermedad, esta diferencia se deberia reflejar
en la distribucion de los distintos antigenos HLA entre la poblacion
enferma y la control. El objetivo de los estudios de asociacion basado en
poblaciones, consiste en la comparacion de las frecuencias de los antigenos
HLA entre una serie de pacientes y otra de controles sanos. Si la
frecuencia de uno o mas antigenos HLA se encuentra incrementada en los
pacientes respecto a los controles, se puede decir que puede existir una
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asociacion entre la enfermedad y el sistema HLA. La cuestion principal
TaBLA 1

Cdleculo de los valores de chi-cuadrado. (Se suwele utilizar un valor corregido, chi-
cuadrado con la correccion de Yates)

Enfermos Pacientes
Alelo o + a b ,
chizy i (Jad~bc|-0.5Ny¥'N
Haplotipo A - c d T (a+b)(c+dN\N,
Total N, N, N

radica en saber si esta asociacion es estadisticamente significativa o no,
para lo cual se realiza una tabla (ver Tabla 1) llamada "tabla de contin-
gencia 2X2".

El concepto de que una asociacién sea estadisticamente sig-
nificativa consiste en estimar la probabilidad de que este patron de
frecuencias de antigeno-positivo y negativo en enfermos y las de antigeno-
positivo y negativo en controles pudiera haberse producido solamente al
azar. Si la probabilidad de este patron de secuencias fuera muy baja
podriamos concluir que no se produce por azar y que realmente existe la
asociacion entre el antigeno y la enfermedad. Para realizar este célculo
estadistico se utiliza el test llamado "chi-cuadrado (X*)" que se basa en la
suma de las diferencias existentes entre las frecuencias observadas de los
parametros anteriormente sefialados (antigeno-positivo vy negativo en
pacientes y en controles) con las esperadas (aquellas que tedricamente
tendrian si no existiera asociacion). Si esta diferencia es grande el test
estadistico implica que los datos observados se alejan de los esperados.
Para determinar si este valor es "grande" se consultan las tablas de la
distribucion estadistica de chi-cuadrado (ver Tabla 2). Se considera una
asociacion estadisticamente significativa si la probabilidad de que produzca
al azar es menor del 5% lo que corresponde en un grado de libertad a un
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valor de chi-cuadrado de 3.841 (p=0.05).

TABLA 2
Ejemplo de lo valores tabulados de la distribucion de chi-cuadrado.

Grados de p=0.05 p=0.01 p=0001
libertad

I 3.481 6.635 10.827
2 5.991 9.210 13.815

Medida de la fuerza de asociacién. Si existe evidencia de una asociacién
estadisticamente significativa, se necesita determinar la fuerza de esta
asociacion. La medida de esta fuerza de asociacion es el riesgo a padecer
la enfermedad para los individuos que son positivos para ese antigeno
comparado con aquellos que son negativos para el mismo. Se dice que una
asociacion es fuerte si el riesgo entre los portadores es mucho mas grande
o mucho mas pequeiio que el riesgo de los no portadores. Este riesgo
relativo (RR) viene dado por la férmula: RR= ad/be donde a’c expresa la
prevalencia de la enfermedad en individuos positivos para ese antigeno y
b/d expresa la prevalencia de la enfermedad en” individuos con ese
antigeno negativo.

Un riesgo relativo cercano a 1 implica que los individuos que
portan ese antigeno no tienen aumentado el riesgo a padecer la enfer-
medad, es decir, no existe una asociacidén entre el antigeno y la enfer-
medad. Un riesgo relativo mayor que 1 implica que los individuos que
portan el antigeno poseen un elevado riesgo de enfermedad (asociacién
positiva), mientras que un riesgo relativo de 1 implica que los individuos
portadores del antigeno tienen un menor riesgo a padecer la enfermedad
que los que no lo llevan (asoctacién negativa). Cuanto mayor sea el riesgo
relativo la asociacién serd mas fuerte.

Interpretacion biologica de una asociacion entre un antigeno HLA y

una enfermedad. La identificacion de una asociacidn estadistica entre un
antigeno y una enfermedad podria indicar uno de varios fenomenos
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biologicos. El primero seria que el antigeno HLA por si mismo es el
responsable de conferir susceptibilidad a la enfermedad. Sin embargo,
existe explicacion alternativa en la que el locus que fuera susceptible a la
enfermedad estuviese dentro de la region HLA pero no formara parte del
propio sistema HLA. En este caso, habria un desequilibrio de ligamiento
entre el locus "enfermo" y uno o mas de los loci HLA, como resultado de
una proximidad fisica entre los loci HLA y el locus responsable de la
susceptibilidad a la enfermedad.

2.2.2. Estudios en familias.

Si un gen causante de enfermedad no es un gen HLA, pero se
encuentra cercano, los estudios familiares suelen ser mas convenientes y,
con frecuencia, solo se utilizan para identificar la asociacién. El método
es util en genes que se encuentran en desequilibrio de ligamiento, es decir,
tienen tendencia a segregar juntos en familia. Si el desequilibrio de
ligamiento es muy fuerte el gen "enfermo" segregard siempre con HLA.

Los estudios familiares s¢ basan en la comparacion de la segrega-
cién de los antigenos HLA en los hijos enfermos respecto de los sanos. En
particular, los hijos afectos con la misma enfermedad deberian mostrar una
segregacion preferencial de determinados antigenos HLA parentales que
los previstos simplemente al azar. La probabilidad teérica de que los hijos
compartan dos haplotipos es del 25%, que compartan uno es del 50% y
que no compartan ninguno es del 25%. Cualquier evidencia de un exceso
respecto a esta distribucién es consistente con un ligamiento. Esta
comparacion entre el grado de comparticion de haplotipos esperado y

observado se puede testar estadisticamente con la prueba de "chi cuadra-
do".

3. MECANISMOS DE ASOCIACION DEL SISTEMA HLA-ENFERMEDAD,
El estudio de diversos modelos animales autoinmunes, ha
proporcionado mejores conocimientos de los posibles mecanismos de

generacion y asociacion de estas enfermedades al sistema HLA.
Podriamos hacer una clasificacion de enfermedades segin el
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mecanismo de asociacion al sistema HLA: autoinmunes, mediadas por
inmunocomplejos y no inmunes. Las enfermedades autoinmunes son
aquellas cuya patogénesis es resultado de los efectos directos de una
respuesta inmune especifica (por anticuerpos o células T autorreactivas).
Un ejemplo clasico de una enfermedad autoinmune es el sindrome de
Goodpasture en el que anticuerpos circulantes dafian la membrana basal
de los alvéolos pulmonares y glomérulos renales. Por otra parte, una
enfermedad como el lupus eritematoso sistémico (LES) puede afectar a
multiples tejidos por la formacién "“in situ” de inmunocomplejos in-
solubles,anti-DNA. Los anticuerpos anti-DNA son caracteristicos del LES
y su patogenia no es conocida aun. La tercera categoria de enfermedades
asociadas al sistema HLA no presenta ningin componente inmune
conocido en su patogénesis. La narcolepsia sirve como ejemplo carac-
teristico, y ha sido bien documentada su fuerte asociacion con el antigeno
HLA-DRI1S5 (Juji y col.,, 1983). Por otra parte, se ha sugerido un cierto
componente autoinmune o la formacién de inmunocomplejos asociados a
su patogénesis. Algunas de las enfermedades mejor caracterizadas en su
asociacion al sistema HLA se presentan en la Tabla 3 de acuerdo a los
mecanismos involucrados en su patogénesis.

3.1. Modelos experimentales.

Encefalomicelitis alérgica experimental (EAE). Se caracteriza por la
infiltracion de células mononucleares en el sistema nervioso central (SNC),
destruyendo la mielina que recubre las células neuronales produciendo
distintos grados de paralisis hasta la muerte. La EAE puede ser inducida
por la inyeccion del autoantigeno de la proteina basica de la mielina
(PBM). La ruta de inmunizacién en la mayoria de los modelos experimen-
tales es mtradérmica y requiere el uso de un potente adyuvante como el
completo de Freud. Modelos experimentales de esta enfermedad se han
llevado a cabo en conegjos, ratones y otros animales. La razén del esfuerzo
de las investigaciones en caracterizar lo mejor posible esta enfermedad, se
debe a la aplicacién de los conocimientos a su homéioga en humanos; la
esclerosis multiple (EM).

33



E. GOMEZ CASADO; J. MARTINEZ LASO; A. ARNAIZ VILLENA

TABLA 3
Ejemplos de enfermedades asociadas al sistema HLA, de acuerdo a su
mecanismo patogénico.

Grupo Enfermedad Marcador HLA

Etiologia no autoinmune Deficiencia 21-Hidroxiiasa Delecion del gen
B de la21-OH *®

Etiologia autoinmune Hemocromatosis idiopatica A3
Espondilitis anquilosante B27
Artritis reumatoide DR4, DR1
Celiaca B8 DR3 DQ2
DMID DR3,DR4 DQ7/8
Esclerosis multiple (en Cau- DR15 DQ6
casoides)

Sindrome de Goodpasture

Etiologia desconocida Narcolepsia DRI15

2 La delecion del gen B de la 21-OH esta en desequilibrio de ligamiento con HLA-B47.

En el modelo de EAE de raton parece claro la existencia de-
factores genéticos que controlan la susceptibilidad a desarrollar una
respuesta autoinmune. El factor genético mejor definido es la posesion de
ciertos alelos MHC de clase Il H-2A. Dos de estos, llamados H-2A* y H-
2A" han sido estudiados en detalle, y la especificidad concreta de las
células T autoinmunes ha sido determinada (Zamvil y col., 1988). Los
ratones con el alelo H-2A® desarrollan una respuesta celular T especifica
contra una secuencia de la PBM definida por los aminodcidos 89-101
(Sakai y col., 1988). Por el contrario, la especificidad de las células T de
los ratones que expresan H-2A" comprende los aminoacidos 1-11 (region
N-terminal) del antigeno PBM (Zamvil y col., 1988). Estos resultados
ilustran la importancia del polimorfismo H-2A en la especificidad de una
respuesta autoinmune, indicando que otros tipos H-2A no estarian
asociados a la enfermedad pues no presentarian eficientemente estos u
otros péptidos relacionados. Alternativamente, la susceptibilidad a la
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enfermedad asociada a H-2A® y H-2A" puede reflejar la influencia de estos
productos MHC sobre la seleccion del repertorio de células T, o sobre la
induccidén de células T supresoras.

Un segundo conjunto de observaciones relacionadas con la
patogénesis de la EAE centran su atencién en el receptor de la célula T
(TCR). La gran mayoria de los clones de células T PBM-reactivas
obtenidos de ratones y ratas autoinmunes, presentan ¢l mismo segmento
VB vy uno de los dos segmentos Va (VB8.2 y Va2 6 4)(Zamvil y col.,
1988: Acha-Orbea y col., 1989). Dada la proporcion de células T
periféricas de ratdn que expresan estos segmentos variables, la frecuencia
de células T que poseen estas combinaciones particulares (V38.2 y Va2
6 4) deberia ser de 1 en 1000, asumiendo una asociacién al azar de
cadenas a-B. Ademas es sorprendente que en la rata y el ratén, pueda
aparecer el mismo receptor en linfocitos T contra la PBM, pues la
especificidad de péptidos en ambas especies es diferente y el grado de
homologia de secuencia en MHC clase II es del 80%. Aunque estas
observaciones son dificiles de explicar, sugieren que la seleccién del
repertorio de la célula T esta influenciada por la etiologia de la enfer-
medad.

El tercer conjunto de datos sugiere que las células T supresoras
pueden jugar un papel importante en la regulacién de la respuesta inmune
anti-PBM. La inyeccion de forma intravenosa del antigeno PBM en
animales, antes de su inmunizacidn con el adyuvante completo de Freud,
les protegia de la enfermedad. Posteriormente, células T de estos animales
conferian protecciéon de la EAE cuando eran inoculados en receptores
singénicos sanos {Arnon., 1981). Esto ilustra que este tipo de autoin-
munidad es susceptible de regulacioén por células T. El cuidadoso disefio
de experimentos en ratones transgénicos puede proporcionarnos, en el
futuro, un mejor conocimiento de los mecanismos de susceptibilidad
ligados al sistema MHC.

El raton diabético no obeso. De la misma manera que la EAE sirve de
modelo para la esclerosis miltiple, el ratén diabético no obeso (DNQO)
sirve como modelo experimental de la diabetes mellitus insulino-depen-
diente humana. La diabetes en estos ratones esta caracterizada por una
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insulitis autoinmune con destruccién de las células beta pancreaticas. Al
contrario que la EAE, la diabetes en ratones ocurre espontdneamente y
coincide con la EAE en que estd implicado mas de un factor genético de
susceptibilidad a la enfermedad. Uno de los genes de susceptibilidad para
el desarrollo de la enfermedad en ratones DNO es un tnico alelo del gen
Ab, conocido como Ab™C (Acha-Orbea y McDevitt, 1987). El alelo Ab
esta acompaiiado por un gen Aa® completamente normal. Es de particular
interés que la molécula codificada por el gen Ab®NC (AP) carece de acido
aspartico (Asp) en la posicion 57. En su homdlogo humano DQB, la
carencia de 4cido aspértico parece estar asociada con la susceptibilidad a
padecer diabetes mellitus insulino-dependiente (Todd y col., 1987). La otra
caracteristica dentro de la regidn génica de clase I1 en ratones DNO, es un
defecto en los genes H-2E, de manera que esta segunda molécula de clase
II no es expresada. Hay evidencias para sugerir que la posesion del gen
AbPY® y la carencia de expresion de la molécula H-2E pueden contribuir
al desarrollo de la diabetes en estos ratones.

Las investigaciones realizadas no han definido ain los autoanti-
genos pancreaticos implicados. Por tanto, no es posible obtener clones de
células T contra estos antigenos para establecer su especificidad o la
variabilidad de su receptor celular (TCR). Los experimentos mas
informativos en este sentido conllevan la creacion de ratones transgénicos
que portan el gen H-2A mutado y el normal, y las moléculas H-2E
propias. (Nishimoto y col. 1987) observaron que proporcionando el gen H-
2E a un ratén DNO, se prevenia el desarrollo de insulitis. Este resultado
va en favor de que la carencia de expresion de moiéculas H-2E es un
factor genético importante para el desarrollo de insulitis en estos ratones.
Estudios posteriores de Slattery y col. (1990), Nishimoto y col. (1987) y
Lund y col. (1990) revelan que la susceptibilidad en ratones DNO puede
ser atenuada o eliminada en transgenes H-2A.

La explicacién mas probable de estos efectos en ratones transgéni-
cos es la alteracion del repertorio de células T por la introduccién de
genes adicionales de clase II en su genoma. El resultado de esta alteracion
puede dar lugar a delecion timica de células T pontencialmente autorreac-
tivas, o seleccionar células T supresoras que prevengan el desarrollo de ia
enfermedad.
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3.2. Teorias de asociacion del MHC y enfermedad.
3.2.1. Mimetismo molecular

Es conocido que reacciones cruzadas entre antigenos microbianos
y autoantigenos pueden dar lugar a una respuesta autoinmune. Dos de los
primeros ejemplos en esta clase de mimetismo molecular fueron definidos
entre antigenos de Tripanosoma cruzi y Estreptococos y del miocardio,
dando lugar a las manifestaciones de la enfermedad de Chagas y fiebre
reumnatica (Williams, 1983). Dos grupos observaron que anticuerpos contra
el patégeno intestinal Klebsiella reaccionaban con linfocitos de pacientes
HLA-B27 positivos que padecian espondilitis anquilosante (Ebringer,
1979; Seagel y col, 1979). Le siguid el hallazgo de que anticuerpos
monoclonales dirigidos contra B27 reconocian antigenos expresados por
organismos como Klebsiella, Salmonella, Shigella v Yersinia. Curiosa-
mente estos organismos son los tnicos que pueden provocar artritis
reactiva en individuos B27 positivos.

Sin embargo, esta hip6tesis no es aceptada generalmente. A nivel
conceptual no estd claro por qué este tipo de reaccién cruzada debe dar
lugar a una enfermedad que esta confinada, en la mayoria de los casos, en
las articulaciones. Por otra parte, otros grupos no han conseguido
reproducir los mismos resultados en otros pacientes. En otro estudio,
mediante anticuerpos especificos, se encontraron epitopos comunes de B27
y Klebsiella con igual frecuencia en pacientes y controles (Tsuchiya y col.,
1989).

Otro conjunto de moléculas, que han recibido considerable atencion
en los Gltimos afios por la posibilidad de reaccién cruzada con patdgenos,
son las proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSP). Estas
proteinas se mantienen muy conservadas en una gran variedad de
organismos, desde las bacterias hasta el hombre. Se ha postulado que la
induccion de una respuesta inmune celular contra una proteina HSP de una
bacteria o micobacteria podria dar lugar a un reconocimiento de proteinas
HSP propias, generando el proceso autoinmune (Kaufman y col., 1991).
Hay muchas razones para pensar que la respuesta inicial contra el antigeno
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extrafio, o la reaccion cruzada sobre los autoantigenos, estd bajo un control
genético de respuesta inmune ligado al sistema HLA.

3.2.2. Moléculas MHC clase 1 y Il como receptores de virus.

El mecanismo por el cual un virus entra en una célula, supone la
unién de este a las glicoproteinas de la superficie celular seguido de la
fusién de sus membranas. Tales receptores celulares tienen que ser
glicoproteinas que se recambien o que conlleven un ligamiento cruzado
inducido por el virus después de la endocitosis. Los antigenos HLA
responden a estos criterios. Algunas de las moléculas que permiten la
entrada de! virus en el interior celular son el receptor C3d para el virus
Epstein-Barr (Jonsson y col., 1982), y 1a molécula CD4 para el virus VIH-
1 (Daigleish y col., 1984). El virus Semliky y el adenovirus tipo 2 se unen
a moléculas HLA de clase I (Helenius v col., 1982, Signas y col., 1982)
y el virus de la lactato deshidrogenasa a moléculas HLA de clase II (/nada
v Mims, 1984). Es posible que ciertos virus se unan a moléculas HLA
especificas, ofreciendo la posibilidad de que algunas moléculas HLA
confieran resistencia a la infeccion de determinados virus. Sin embargo,
esto podria dar lugar a una fuerte ventaja selectiva para virus mutantes que
escaparian de la restriccion alélica. Dado que existe una enorme diferencia
en el tiempo de generacion entre los virus y los humanos, es dificil ver
como glicoproteinas virales y moléculas HLA puedan existir en un balance
estable de polimorfismo.

3.3. Importancia de genes no HLA dentro del MHC humane.

Una de las implicaciones mas importantes del fuerte desequilibrio
de ligamiento que caracteriza la region MHC, es la precaucion con la que
se debe interpretar una correlacion entre un determinado marcador HLA
y una enfermedad humana. Muchos genes estan presentes dentro de la
region MHC junto a aquellos que dan lugar los antigenos HLA. Estos
incluyen genes del sistema del complemento que codifican los componen-~
tes C2, C4, factor B, factor de necrosis tumoral o y B (TNF-a, -pf) v la
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proteina de choque térmico 70 (HSP-70). Recientemente se han iden-
tificado otros genes dentro de la regién de clase II que codifican proteinas
transportadoras de péptidos (TAP) y umidades de proteosoma (LMP).
Existe la posibilidad de que la verdadera susceptibilidad génica de aigunas
enfermedades asociadas a HLA resida en genes no HLA. La aparente
asociacion a HLA puede reflejar que existe un desequilibrio de ligamiento
entre variantes al€licas de los genes no HLA y HLA.

El TNF-p es un factor soluble que puede inducir y potenciar la
expresion de moléculas de clase II en algunos tipos celulares (4drenzana-
Sciscedos y col., 1988). Se ha determinado polimorfismo en este locus
mediante fragmentos de restriccion de longitud variable. Este polimorfis-
mo podria darse en regiones codificantes o en regiones reguladoras, dando
lugar a diferencias en la eficiencta de induccién de expresion de moléculas
de clase II. Dada la funcion esencial que las moléculas de clase Il gjercen
en el sistema inmune, variaciones en los efectos del TNF podrian
conllevar el inicio de un proceso autoinmune. En el mismo sentido, la
variacion alélica del gen que codifica para la HSP-70 podria afectar a la
inmunidad celular desencadenando un proceso autoinmune. Recientes
estudios sugieren que esta proteina de estrés juega un papel importante en
dirigir dentro de la célula al antigeno internalizado. La relevancia de estos
y otros genes estd siendo caracterizada dentro de la region del sistema
principal de histocompatibilidad.

4. HILA Y ENFERMEDADES AUTOINMUNES.
4.1, Introduccion.

Autoinmunidad. 1a habilidad para discriminar apropiadamente lo propio
de lo extrafio es critica para desarrollar un sistema inmune competente, ya
que debe responder de manera altamente especifica a los antigenos
extrafios y al mismo tiempo tolerar antigenos inmunogénicos propios. La
autoinmunidad describe un proceso en el cual el sistema mmune de un
individuo se sensibiliza a los antigenos propios, y da lugar generalmente
al desarrolio de un estado patolégico. Existen alrededor de 40 enfer-
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medades en el hombre de origen autoinmune (Tiwari y Terasaki, 1983)
que afectan al 5% de la poblacién. Entre estas enfermedades, que pueden
evolucionar en cualquier parte del cuerpo, se encuentran la diabetes
mellitus insulino dependiente (DMID), artritis reumatoide (AR), esclerosis
multiple (EM), myasthenia gravis (MG), lupus eritematoso sistémico
(LES) y tiroiditis autoinmune. A pesar de su naturaleza aparentemente
distinta, se piensa que en todas, la respuesta autoinmune se desarrolla por
mecanismos inmunolégicos similares.

Las enfermedades autoinmunes humanas pueden ser clasificadas de
diversas maneras. Parece existir una distinciéon fundamental entre
enfermedades autoinmunes organo-especificas y las no organo-especificas
o multisistémicas. Las primeras se caracterizan por una respuesta inmune
dirigida contra un Unico tejido (proteinas de ese tejido). Los mejores
gjemplos estin representados por enfermedades endocrinas tales como
DMID, tiroiditis, enfermedad de Addison y fallo gonadal primario, en las
que se produce una destruccion de un tipo celular determinado. Otras
enfermedades, como la EM, parecen ser organo-especificas a pesar de que
no ha sido posible identificar el antigeno diana contra el que se desarrolla
la respuesta inmune. Las enfermedades autoinmunes multisistémicas
parecen estar asociadas a una gran variedad de autoanticuerpos contra
moléculas citoplasmaticas y nucleares que participan en la replicacion
celular. El dafio celular puede generarse por distintos mecanismos. En
enfermedades organo-especificas actian células T activadas y anticuerpos
con destruccion de células del drgano atacado y pérdida parcial de su
funcion fisiologica normal. Las enfermedades autoinmunes multisistémicas
estan mediadas también por anticuerpos y células T activadas, encontran-
dose gran variedad de autoanticuerpos en concentraciones altas.

Asociacion entre enfermedades autoinmunes y HLA. La funcion
fisiologica de las moiéculas HLA es unir péptidos de pequefio tamafio y
presentarlos al receptor de la célula T (TCR; T-cell receptor), situado en
su superficie. Moléculas MHC de clase I1 actian como elementos de co-
reconocimiento, junto con el antigeno, por las células T CD4+, mientras
que las moléculas de clase I establecen este co-reconocimiento con las
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células T CD8+, fundamentalmente, Ademas, las moléculas de clase 11
estimulan reacciones mixtas linfocitarias. Estos hechos nos proporcionan
la bases teéricas para una restriccion MHC equivalente en el caso de
autoantigenos, indicando que los genes que codifican éstas moléculas estan
implicados en la susceptibilidad a padecer enfermedades autoinmunes.
Mientras que los primeros estudios asociaban las moléculas de clase I a
diversas de estas patologias, nuevas técnicas de caracterizacion de los
genes de la region MHC demuestran que las moléculas de clase II estdn,
en general, mas fuertemente asociadas. Las enfermedades asociadas a
moléculas de clase I, particularmente espondilo-artropatias asociadas a
HILA-B27 tales como espodilitis anquilosante (EA) y sindrome de Reiter,
son mucho menos frecuentes. Este capitulo centrard su andlisis en los
genes de clase Il y su relacién con las enfermedades autoinmunes, aunque
la EA también sera discutida como enfermedad asociada a genes de clase
1. En casi todas las enfermedades asociadas a clase II pueden demostrarse
fenomenos autoinmunes. Mientras la mayoria de los datos han relacionado
la susceptibilidad a enfermedad con alelos individuales, algunos estudios
sugieren la posibilidad de que la heterocigosidad incremente el riesgo y
existen algunos casos donde la combinacién de algunos alelos sobre un
haplotipo puede ser importante. Por otra parte, el conocimiento de gran
numero de secuencias de genes de clase II ha permitido la identificacion
de sustituciones de nucle6tidos que estan muy asociados con la resistencia
o susceptibilidad a la enfermedad. Por altimo, experimentos en ratones
demuestran que los genes de clase I pueden actuar por si solos como
factores genéticos de susceptibilidad o resistencia a la enfermedad.

La asociaciéon de determinados productos génicos MHC a la
enfermedad ha estado limitada a la caracterizacion del sistema HLA. En
un principio, su determinacion se realizaba serolégicamente con el uso de
anticuerpos policlonales, que permitia detectar considerablemente el
polimorfismo de los loci de clase I pero no determinaba facilmente el
polimorfismo de genes de clase II como DQ. Actualmente se dispone de
anticuerpos monoclonales especificos y técnicas de genética molecular
tales como RFLP, PCR-SSO, PCR-SSP y secuenciacion de DNA.

El linfoma de Hodgkin y la leucemia linfoblastica aguda fueron las
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primeras enfermedades asociadas al sistema HLA mostrando como
antigenos posiblemente implicados HLA-BS, B35, B15 y B18 (4dmiel,
1967) y HLA-A2, respectivamente. Posteriormente, fue descubierta la
fuerte asociacion entre la espondilitis anquilosante y HLA-B27. En la
Tabla 4 se muestran las asociaciones mas importantes de antigenos HLA
de clase I y II con enfermedades autoinmunes. En cada una de ellas hay
una evidencia circunstancial de que el sistema inmune reacciona contra
determinados autoantigenos. En algunos modelos animales autoinmunes
como la encefalomielitis alérgica experimental (EAE) y la myasthenia
gravis alérgica experimental (EAMG), se ha caracterizado el autoantigeno
responsable. En la mayoria de las enfermedades autoinmunes humanas los
autoantigenos son desconocidos. Algunos de los antigenos asociados mejor
conocidos se recogen en la Tabla 5. En muy pocos casos, la evidencia de
respuesta inmunoldgica primaria es muy pequefia o nula y junto a la
fuerza de asociacion indica que el antigeno HLA podria ser en si mismo
un factor de riesgo en la patogénesis. El ejemplo mas notable es el de la
narcolepsia, la cual estd asociada a HLA-DR2 en el 100% de los casos
{(Juji y col, 1984). Esto ha permitido especular que los antigenos HLA
pueden tener también importantes funciones no inmunes (por ejemplo,
pueden servir como antigenos de diferenciacion durante la embriogénesis),
pero no existen suficientes evidencias que confirmen esta idea.

Genes de clase II: ;marcadores relacionados o genes de susceptibilidad?.

Se describen dos formas de relacionar enfermedad con el sistema
HLA. La primera es asociacion, que es observada como una diferencia en
la frecuencia de un particular alelo entre sujetos afectos y controles sanos
en estudios de poblacion. El segundo es desequilibrio de ligamiento, el
cual analiza el patron de segregacién de haplotipos de un numero de
individuos afectos en una familia respecto al resto de componentes sanos.
En e] caso de las enfermedades autoinmunes y el sistema HLA, ambas
asociaciones se han observado, pero ninguna con la suficiente fuerza sobre
la otra para tenerla en cuenta como factor de susceptibilidad absoluto.
Mientras que la ausencia de enfermedad en individuos sanos, que portan
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un haplotipo asociado a enfermedad, puede justificarse por la carencia del
factor medioambiental necesario, la presencia de enfermedad en individuos
que carezcan de ese haplotipo no es explicable. Por ejemplo, el 32% de
los pacientes Caucasoides con AR no presentan DR4, el 49% de los
pacientes con EM no tienen DR2 y el 52% de los que padecen PV
(Pemphigus vulgaris) no portan DR7 (Tiwari y Terasaki, 1983). La
debilidad de estas asociaciones es debida en parte a la heterogeneidad de
la enfermedad. Un ejemplo de ello seria la AR, presentando en adultos y
adolescentes las mismas caracteristicas clinicas pero distintas formas
genéticas. Otra posible explicacién de las débiles asociaciones, podria
deberse a que la identificacton del producto del gen de clase 11 iden-
tificado por antisueros tradicionalmente utilizados no represente el gen de
susceptibilidad. En el caso de EM, un posible gen de susceptibilidad
podria ser un alelo de otro locus en desequilibrio de ligamiento con DR2
(DQ6). Una propuesta posterior analiza que la susceptibilidad podria estar
mediada a través de epitopos de clase [l que resultan de la co-expresion
de dos o mas genes que estan generalmente asociados con el haplotipo
susceptible de enfermedad, pero también podria encontrarse en otros
haplotipos. Finalmente, otra posible explicacion podia ser que la suscep-
tibilidad se asocie con una secuencia de aminoacidos que son compartidos
por un nimero de alelos distintos serolégicamente.

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR; polymerase chain
reaction) ha proporcionado el potencial necesario en el desarrollo de
técnicas de genética molecular para la caracterizacién del sistema MHC,
haciendo posible la determinacién de las secuencias de genes de clase 1
y I (HLA-DR, -DQ y DP). El analisis de estas secuencias revelan que
determinados alelos de clase 11 no estan asociados exclusivamente con
enfermedades autoinmunes sino que también estin presentes en
individuos sanos. Esto va en favor de que la mayoria, st no todas, las
enfermedades autoinmunes son poligénicas y que la asociacién con los
antigenos HLA es solo uno de los muchos factores implicados en la
susceptibilidad a la enfermedad. Todos los datos sugieren que el gen de
susceptibilidad es otro gen HLA, o un gen no HLA dentro de la region
HLA, que esté en fuerte desequilibrio de ligamiento con los genes HLA.
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Antigenos asociados a respuestas inmunes en enfermedades autoinmunes

humanas.

Enfermedad

Antfgeno asociado

Celiaca
Enfermedad de Hashimoto

Diabetes insulino-dependiente

Esclerosis multiple
Mya:.sthenia Gravis
Narcolepsia
Pénfigo comiin

Esclerosis sistémica progresiva

Psoriasis comin
Artritis reumatoide
Artritis reumatoide juvenil

Sindrome Stiff-man

a-gliadina
Tiroglobulina
Descarboxilasa del ac, glutimico
Receptor de insulina
Desconocido
Receptor de acetilcolina
Mecanismo desconocido
Complejo antigénico PeV
DNA topoisomerasa
RNA polimerasa
Desconocido
Fc de inmunoglobulina

Fc¢ de inmunoglobulina
b

Descarboxilasa del ac. glutdmico
Lupus eritematoso sistémico ds- DNA

Vitiligo Desconocido

* Autoanticuerpos descritos en la mayoria de las enfermedades autoinmunes, Sin embargo, las
células T autorreactivas pueden ser la anormalidad primaria y dominante. * Anticuerpos anti-GAD
in el sidrome Stiff-man son de mayor afinidad que los vistos en DMID.

Genes no MHC en autoinmunidad. Recientes estudios han demostrado
que el TCR esta implicado en la susceptibilidad a enfermedad. Asociacio-
nes estadisticas con aloinmunoglobulinas han sido encontradas para
muchas enfermedades, pero la fuerza de asociacién observada es general-
mente menor que con ¢l sistema HLA. El reciente descubrimiento de
genes para ¢l transporte intracelular de péptidos (TAP1 y TAP2) y algunos
genes que codifican para proteinas de proteosomas pueden estar también
involucrados en el aumento de susceptibilidad a padecer enfermedades

44



ENFERMEDADES AUTOINMUNES LIGADAS AL MHC

autoinmunes.

TABLA 5
Asociaciones HLA-DR predominantes de enfermedades humanas con
probables o definitivas patogénesis autoinmunes.

Enfermedad Antigeno asociado  Riesgo relativo
(RR)
Artritis reumatoide DR4 2-6
DR1 2-4
Artritis reumatoide juvenil DRS5 3
DR8 2
Esclerosis sistémica progresiva DR5 2
Lupus eritematoso sistémico DR3 2-5
DR2 2
Diabetes insulino-dependiente DR3 3-6
DR4 2-7
Enfermedad de Graves DR3 4
DR5® 5-7
Enfermedad de Hashimoto DR3 3
DR5 2
Vitiligo DR4 2
Pénfigo comiin DR4 15
DRé6° 5
Psoriasis comin DR7 3-8
Celiaca DR3% 12
DR7 8
Esclerosis miltiple DR2 2-4
DR4* 12
DRé6" 5
Myasthenia gravis DR3 2-3
sindrome Stiff-man n.d
Narcolepsia DR2 130-360
Sindrome de Goodpasture DR2 14

* En Japoneses ® En Judios no-Ashkenazi ® RR significativamente mayor ery heterocigotos DRI/DR7 ¢ puede
estar més fuertemente asociada con DP y DQ que con DR © En Italianos y Arabes de Jordania ® En Japoneses
n.d No determinado
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Factores medioambientales en autoinmunidad. Es generalmente aceptado
que las influencias medioambientales pueden ayudar a desencadenar
enfermedades autoinmunes. Se ha observado el desarrollo ocasional de
DMID posterior a la infeccion del virus Coxsackie (Yoon y col., 1979).
Por otra parte, linfocitos de pacientes HLA-B27+ con espondilitis
anquilosante, reaccionan con anticuerpos de algunas cepas de Klebsiella
(Grennan y Sanders, 1988).

Sin embargo, a pesar de los extensos estudios realizados con
microorganismos especificos, no se ha podido explicar la etiologia de
muchas enfermedades autoinmunes.

4.2 Enfermedades autoinmunes.

En esta seccion se discute la relacion de tres importantes enfer-
medades autoinmunes con el sistema HLA. La DMID y la AR son las que
causan mayor mortalidad, y la EM es la causa mas comun de disfuncion
neuroldgica en poblacion joven. Finalmente, el ejemplo de EA sirve para
ilustrar que es improbable un unico mecanismo patogénico en la genera-
cién de un proceso autoinmune.

4.2.1 Diabetes mellitus insulino-dependiente (DMID).

La DMID es una enfermedad autoinmune cuyo resultado es la
destruccién de células B de los islotes de Langerhans en el pancreas, con
la consecuente falta de produccion de insulina. Histolégicamente, se
produce una inflamacion por infiltracion de gran nimero de células,
linfocitos T v B. Pueden ser detectados anticuerpos anti-células § y anti-
insulina incluso antes de la aparicion de la diabetes (Srikanta y col., 1983).
La evidencia de muchas investigaciones sugiere que la DMID es una
enfermedad multifactorial, influida por factores medioambientales en
individuos genéticamente susceptibles. La infeccion por virus tales como
Coxsackie, rubella, mumps y citomegalovirus precede, en algunos casos,
a la aparicion de la enfermedad. (Vague, 1984). Existe también evidencia
de que estd determinada en parte genéticamente, aunque el modo de
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herencia ain no ha sido establecido. La IDDM tiene una razén de
concordancia en gemelos monocigotos de un 30-50%, sustancialmente
mayor que el resto de enfermedades autoinmunes. La presencia de genes
de susceptibilidad no HLA en la regién MHC es una posible explicacion,
como se ha comentado anteriormente, de la aparicion de la enfermedad.

Estudios familiares. El estudio de frecuencias alélicas en familias con
enfermos DMID ha revelado una asociacién con DR3 y DR4, y un alto
riesgo relativo para heterocigotos DR3/DR4. El modo de herencia en
estudios familiares no esta exento de polémicos resultados, sugiriendo los
siguientes mecanismos de aparicién: (1) por efecto de un Gnico gen
recesivo (Rubbinstein y col., 1976), dominante (Spielman y col., 1979} o
intermedio (Morton y col., 1983); (2) por efecto de dos genes, ligados
ambos a HLA (Deschamps y col., 1980) o un gen HLA y otro no HLA
(Thomson, 1980); (3) por un efecto de tres genes; o (4) por un modelo
epistatico en el cual un gen no HLA interacciona con genes HLA (Suarez
v col, 1979).

Estudios moleculares. Las primeras asociaciones descritas fueron con
HLA-BS, -B18 y -B135, pero se encontrd posteriormente asociaciones mas
fuertes con antigenos de clase Il DR3 y DR4 (Tiwari y Terasaki, 1985).
Se asocio la susceptibilidad, en poblacion Caucasoide, a los haplotipos con
los antigenos DR4/DQ8, DR3/DQ2, DR1/DQ5 y DR2/DQS5, mientras que
DR4/DQ7, DR5/DQ8 y DR2/DQ6 (el mas significativo) confieren un
cardcter protector (llonen y col., 1978; Thomsen y col., 1979). DR3 y DR4
aparecen asociados con DMID en todas las poblaciones estudiadas, salvo
en pacientes Japoneses y Chinos en los que aparece incrementado DR9
(Aparicio y col., 1988). Otros haplotipos parecen ser neutros y no conferir
riesgo.

El conocimiento de la secuencia de nucledtidos de los genes de
clase II DRB, DQa y DQP de haplotipos con riesgo positivo, negativo y
neutro, llevé a la observacién de que la presencia en DQB de un
aminoacido no cargado en la posicidn 57 podria conferir el riesgo a
padecer la enfermedad, mientras que los haplotipos asociados con riesgo
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neutro © negativo mostraban en esta posicion un aspartato negativamente
cargado (Asp-57) (Tabla 6). La sustitucién de Asp-57 por Ala-37 provoca
la formacién de clones T autorreactivos. La importancia del aminoécido
57 de la cadena DQP radica en que podria formar un puente salino con
una arginina en la posicién 79 de la cadena de DQa, ademads el aminoa-
cido 57 de la cadena de DQJ} estaria dirigido hacia el bolsillo de unién del
péptido y variaciones en su carga podria dar lugar a "fallos" de unién de
los péptidos.

A pesar de las evidencias, un nimero de observaciones desafian
este modelo de susceptibilidad a DMID: 1) ciertos haplotipos Caucasoides,
principalmente DR7/DQ2, confieren un riesgo neutro o negativo a pesar
de tener un residuo neutro en {a posicidn 57 en DQp. Sin embargo, otra
explicacion considera que el riesgo neutro del haplotipo de DR7 con
ausencia de Asp-57 esta en funcion de la cadena de DQuo, que al contrario
que DQP, difiere entre los haplotipos DR3/DQ2 y DR7/DQ2; 2) el modelo
no puede explicar el incremento del riesgo en individuos DR3/DR4
respecto a individuos DR3/DR3 y DR4/DR4, ya que estos son homoci-
gotos para la ausencia de Asp-57, 3) en un estudio completo de subtipos
de DR4 y su asociacion a alelos de DQB1, Sheehy y col. (1989)
encuentran que la DMID estd igualmente asociada a alelos de DRB1 y
DQB1, y proponen que la susceptibilidad viene determinada por la
interaccion entre ciertos alelos de ambos loci. Interesantes estudios
realizados en pacientes Japoneses (Lundin y col., 1989) revelan que DR4
y DR9 son los antigenos de riesgo positivo. Estos antigenos se encuentran
en haplotipos con presencia de Asp-57 en la cadena DQP y ademas se
encuentran en frecuencias altas tanto en pacientes como en controles. En
resumen, aunque hay evidencias a favor del modelo del aminoacido 57 de
la cadena de DQp, la susceptibilidad o resistencia a DMID parece residir
en otros mecanismos mas complejos que los argumentados en un principio.

4.2.2 Artritis Reumatoide (AR).

La artritis reumatoide es una enfermedad caracterizada por una
destruccion erosiva de las articulaciones y una sinovitis crénica. Presenta
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una clinica muy heterogénea con varios grados de afeccion en los tejidos.
No existe un Unico marcador diagndstico para la AR, pero la mayoria de
los pacientes tienen altos titulos de factor reumatoide en sangre; autoan-
ticuerpos que se unen al fragmento Fc de las inmunoglobulinas G (IgG).
Su homologa, la artritis reumatoide juvenil (ARJ), presenta también una
clinica muy heterogénea, y ambas pueden ser genéticamente distintas.
Como otras enfermedades autoinmunes, la AR tiene un modo de herencia
complejo, multifactorial y es probable que la susceptibilidad sea de
caracter poligénico.

Los estudios seroldgicos muestran que el antigeno DR4 presenta
la asociacién mas fuerte en todas las poblaciones estudiadas; Caucasoides,
negros Americanos y Africanos, Mexicanos y Japoneses (Tiwari y
Terasaki, 1985). Los enfermos de ARJ presentan una asociaciéon mas
fuerte con DRS5 y DR8 que con DR4 (Glass y col., 1980).

El analisis de secuencias de nucledtidos, al igual que en DMID,
proporciona a nivel molecular la posibilidad de encontrar un elemento
(comun entre los enfermos, y distinto a los sanos) de susceptibilidad
ligado a HLA. Al contrario que DMID, el locus de mayor susceptibilidad
es DRBI. Los alelos asociados a AR, conservan un motivo que comprende
del aminoacido 67 al 75, en la llamada tercera region hipervariable (RHV)
de estas secuencias (Gregersen y col., 1986; Todd y col., 1987). Por tanto,
la susceptibilidad asociada a HLA vendria dada por la presencia de este
motivo de secuencia que puede ser compartida por un numero determinado
de alelos. Si fuera cierta esta hipotesis, los alelos que no comparten este
motivo no deben conferir susceptibilidad y los alelos menos comunes que
st lo comparten, deberian conferir susceptibilidad. Ambos casos han
resultado ser ciertos (Wordsworth y col, 1989). Recientemente se ha
descrito que la secuencia de aminoacidos 70-74 (QKRAA) que comparten
estos alelos, esta también presente en el virus Epstein-Barr (VEB). Es
posible que ambos factores deban darse a la vez para desencadenar la
respuesta autoinmune a esta enfermedad. )
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TABLA 6
Relacidn entre antigenos de DRBI, DQBI y DOAI, el aminodcido en
la posicion 57 de la cadena de DQB1 y el riesgo de padecer DMID.

DRBI  DQB!I  DQP57 DQAl  Suscep.

Caucasoides DR1 DQ5 Val Al +
DR2 DQ5 Ser Al +

DR2 DQ6 Asp Al -

DR3 DQ2 Ala A4 +

DR4 DQ7 Asp A3 -

DR4 DQ8 Ala A3 +

DR5 DQ7 Asp A4 0

DR6(13) DQ6 Val Al +

DR6(13) DQ6 Asp Al -

DR7 DQ2 Ala A2 0

DRS DQ4 Asp A4 0

DRS DQY Asp A3 0

Negros DR2 DQ6 Asp Al -
DR3 DQ2 Ala A4 +

DR4 DQ8 Ala A3 +

DR6(13) DQ6 Asp Al -

DR7 DQ2 Ala A3 +

DR7 DQ2 Ala A2 0

DQ4 0

DQ9 0

Japoneses DR1 DQ5 Val Al +
DR4 DQ8 Asp A3 -

DR4 DQ7 Asp -

DQ4 +

DQYS +

DRé6 DQ6 Ala Al +
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4.2.3 Espondilitis anquilosante (EA).

La espondilitis anquilosante es una enfermedad inflamatoria y
afecta principalmenente las uniones de la espina dorsal y la pelvis, aunque
otras articulaciones pueden estar también afectadas. La EA difiere del
resto de enfermedades autoinmunes previamente discutidas por una serie
de factores que incluyen: 1) la fuerza de asociacion con HLA; 2) una
asociacion mas fuerte con moléculas de clase I que de clase 1I; y 3) su
relacion con agentes infecciosos conocidos.

Asociacién a B27

Un estudio realizado en 1973 por Schlosstein y colaboradores
mostraba que el 97% de los pacientes presentaba B27 frente a solo el 3%
de los controles sanos, estos resultados eran confirmados después en
numerosos grupos étnicos (Tiwari y Terasaki). Sin embargo, sélo una
pequefia proporcién de individuos B27 positivos desarrollan la enfer-
medad, implicando que la presencia de B27 es, en la mayoria de los casos,
necesaria pero no suficiente para causar EA. Aunque el antigeno B27 es
poco comin en Japoneses, la frecuencia de la enfermedad es tan alta como
en Caucasoides. La EA es menos frecuente en mujeres que en hombres,
aunque la frecuencia de B27 es igual de elevada en ambos sexos (Levitin
y col.,1976). La EA esta débilmente asociada HLA-Cwl y Cw2 debido al
desequilibrio de ligamiento de ambos loci (Van den Berg-loonen y col.,
1977).

Estudios familiares revelan que pueden estar implicados en la
susceptibilidad otros genes, puesto que la EA no segrega junto a B27 en
muchos casos. Confirma esta idea que la presencia de HLA-B60 incremen-
ta el riesgo de EA, por un factor de tres, en pacientes B27 positivos
(Robinson y col., 1989).

Reactividad cruzada entre B27 y Klebsiella.

En 1979 dos grupos independientes observaron que antisueros anti-
B27 reaccionaban contra Klebsiella y otras enterobacterias, y que
anticuerpos anti-Klebsiella lisaban linfocitos de enfermos B27-positivos
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(Ebringer., 1979; Geczy y Yap., 1979). Ademas, sélo la Klebsiella podia
ser encontrada en los excrementos de estos pacientes. Esta reactividad
cruzada puede ser explicada por el mimetismo molecular existente entre
un péptido (QTDRED) encontrado en dos variantes B27 con la Klebsiella
pneumoniae nitrogenasa (Chen y col., 1987 ; Schwimmbeck y col., 1987).
A pesar de las evidencias, existen observaciones no explicables. En primer
lugar, la enfermedad se desarrolla en fluidos sinoviales, mientras que las
moléculas de clase I estdn presentes en variedad de tejidos. En segundo
lugar, anticuerpos contra el péptido mencionado han sido encontrados con
igual frecuencia en pacientes y controles (Tsuchiya y col., 1989).

Es necesario profundizar en el estudio de un posible mecanismo de
reaccion cruzada, en el que ciertos determinantes antigénicos desencadenen
una respuesta inmune asociada a HLA clase 1.

5. HLA Y ENFERMEDADES DEL TENDO CONECTIVO.
5.1 Introduceion.

Los tres grupos de genes situados en la region del sistema principal
de histocompatibilidad, son atractivos candidatos como genes de suscep-
tibilidad en el desarrollo de enfermedades del tejido conectivo, algunas de
las cuales se piensa que estan mediadas por la formacion de inmunocom-
plejos, tales como el lupus eritematoso sistémico {LES). Estudios iniciales
establecen que los antigenos HLA-A1, -DR3 y -DR2 estan aumentados en
pacientes con LES respecto a controles en poblacion Caucasoide.
Posteriores estudios mostraron que un determinado haplotipo, HLA-AL, -
B8, -DR3 es particularmente comin en estos pacientes. Es posible que el
gen que confiere la susceptibilidad a la enfermedad se encuentre en este
haplotipo. En este sentido, se postula que un alelo del gen C4A pueda ser
el responsable.

El objetivo de este capitulo es analizar las aproximaciones que han
sido tomadas en cuenta para identificar determinados genes de suscep-
tibilidad a la enfermedad dentro de la region del sistema HLA, cuyos
productos (o carencia de ellos) pueden incrementar las oportunidades en
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el desarrollo de LES y enfermedades relacionadas. Los argumentos usados
pueden ser aplicados generalmente al andlisis de asociaciones de polimor-
fismo de determinados loci con enfermedad. Otras enfermedades
consideradas en este capitulo son: el sindrome de Sjégren primario, la
polimiositis y la esclerosis sistémica, cada una de las cuales esta asociada
con la produccién de anticuerpos contra antigenos intracelulares. El comtin
denominador de estos autoantigenos es funcional, la mayoria toman parte
en los procesos de transcripcidén de acidos nucleicos y su traduccion a
proteinas. Existe una clara evidencia de que los autoanticuerpos que
provocan LES causan enfermedad mediante la formacién de inmunocom-
plejos con el autoantigeno relevante.

Proteinas del complemento de la region de clase I11

El factor del complemento C4 estd codificado por dos genes
duplicados en tandem, C4A y C4B, y muestra el mayor grado de
polimorfismo de todas las proteinas del complemento. Estos fueron
caracterizados inicialmente como grupos sanguineos Rodgers y Chido y
se correlacionaron posteriormente con epitopos localizados sobre C4A y
C4B, respectivamente (O 'Neill y col., 1978).

Las variantes estructurales de C4A y C4B pueden ser detectadas
por diferencias en su movilidad electroforética. Incluidas en el polimor-
fismo de estos genes se encuentran las variantes nulas (C4AQ*0 y
C4BQ*0). Hasta el 30% de los individuos Caucasoides normales pueden
presentar un alelo C4 nulo. Aproximadamente el 4% de la poblacién
Caucasoide es homocigota para la deficiencia de C4A y el 1% lo es para
la deficiencia de C4B. Pueden generarse Aloanticuerpos para estos
individuos tras recibir transfusiones sanguineas.

Las bases moleculares del alelo C4AQ*0, heredado en el comin
haplotipo MHC Caucasoide HLA-A1, B8, DR3 C4AQ*0, C4BI1, C2-1,
BfS, residen en la delecién del gen C4A (Carrol y col, 1985; Yu y
Campbell, 1987). Otros haplotipos incluyen tres genes C4, lo que sugiere
que en estos casos se ha producido un sobrecruzamiento no homdlogo,
dando lugar a variacién en el numero de genes C4. Los dos isotipos de C4

53



E. GOMEZ CASADO; J. MARTINEZ LASO; A. ARNAIZ VILLENA

presentan cambios en su funcionalidad; C4A se une mejor a inmunocom-
plejos, mientras que C4B es mas activo hemoliticamente. Estas diferencias
se explican por variaciones en los ataques nucleofilicos de los dos isotipos.
C4A se une preferentemente a grupos amino (abundantes en proteinas)
mientras que C4B se une preferentemente a grupos hidroxilo (predominan-
tes en carbohidratos) (Isenman y Young, 1984; Law y col., 1984). Los
eritrocitos presentan mas carbohidratos que grupos amino, lo que explica
la mayor actividad hemolitica de C4B.

Los genes que codifican para C2 y Factor B, probablemente
duplicados, se encuentran también en la region MHC. Ambas proteinas
presentan polimorfismo, que en el caso de C2 incluye un alelo nulo. Este
alelo nulo se encuentra, casi constantemente, dentro del haplotipo
Caucasoide HLA-A25, B18, DR2, C4A*4, C4B*2, C2Q*0, BfS (Haupt-
mann y col., 1982). La deficiencia en homocigosis para C2 es la menos

comin en poblacion Caucasoide y tiene una prevalencia de 1:10000
(Ruddy y col, 1986).

5.2 Enfermedades del tejido conectivo.
5.2.1 Lupus eritematoso sistémico (ES).

Deficiencia de complemento en homocigosis y LES. Homocigotos
deficientes en Clq y C4 estan asociados con una prevalencia de mas del
75% y homocigotos en la deficiencia de C2 con un 33% (Lachmann y
Walport, 1987). Las proteinas del complemento C2 y C4 estan codificadas
dentro de la region MHC, mientras que Clq estd codificada en el
cromosoma 1. Alelos nulos de C4 aparecen en distintos haplotipos y, por
tanto, parece improbable que los genes MHC sean los responsables de la
susceptibilidad a la enfermedad en el contexto de deficiencia de C4 en
homocigosis. La deficiencia de C2 ya no puede explicarse de la misma
manera, dado que C2 generalmente se hereda en un haplotipo determinado
(Fu y Kunkel, 1973).

Alelos de C4 nulos y LES. Puesto que C4A y C4B poseen alelos nulos,
uno de los dos o ambos loci podrian ser los implicados en la suscep-
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tibilidad a la enfermedad. Estudios iniciales en Caucasoides con LES
mostraron que habia una prevalencia de alelos nulos, principalmente de
C4A (Tabla 7), pero también de HLA-DR3 (Fielder y col, 1983).

TABLA 7.
Prevalencia de deficiencia de C44 o C4B en homacigosis en pacientes
de diferentes poblaciones con LES.

Deficiencia homocigota de C4A Deficiencia homocigota de C4B
Pacientes Controles Pacientes controles
% n % n % n % n
14 29 0 42 0 29 0 42
12 41 0 176 5 41 4 176
12 61 ¢ 50 0 51 ¢ sl

2 75 ¢ 76 0 75 ¢ 76
1 35 0 35 - - - -

* numero total de individuos testados.

JEl gen relevante es C4AQ*0 0 HLA-DR3?. Se realizaron dos estudios
para analizar HLA-DR3 y C4AQ*0 como factores genéticos de suscep-
tibilidad. En el primero fueron estudiadas las asociaciones HLA en
pacientes con LES de distintos grupos raciales, cuyos haplotipos contenian
distintas combinaciones de variantes alotipicas de diferentes productos
HLA. El resultado mostraba que la asociaciéon de HLA-DR3 se perdia,
mientras que la de C4AQ*0 se mantenia, con la excepeidn de un estudio
realizado por Schur y col. (1990). En el segundo, se seleccionaron
pacientes HLA-DR3 negativos y se comprobé que la prevalencia de alelos
C4AQ*0 se mantenia elevada, aunque lo hacia sélo junto a C4BQ*0
{(Batchelor y col, 1987).

.Son los alelos C4A los dnicos genes MHC implicados en la suscep-
tibilidad a LES ?.

El papel de HLA-DR2 y -DR3. Numerosos estudios han analizado la

prevalencia de distintas variantes MHC clase I y clase Il en pacientes con
LES (Walport y col., 1982; Hartung y col., 1989) (Tabla 8). De estos
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estudios en pacientes Caucasoides, se observan dos asociaciones dominan-
tes con el haplotipo HLA-A1, -B8, -DR3, -DQ2 y con HLA-DR2, -DQI.
El aumento de DR3 se debe en la mayoria de los casos a su desequilibrio
de ligamiento con el alelo C4AQ*0. Sin embargo, no es asi para el caso
de HLA-DR2 que no estd generalmente asociado con el alelo nulo de
C4A, y que aparece como factor de riesgo independiente en algunas
poblaciones (Howard y col., 1986). Esto sugiere que HLA-DR2, 0 un
producto polimorfico codificado por un gen en fuerte desequilibrio de
ligamiento con DR2, puede funcionar como un gen de susceptibilidad a
la enfermedad.

Genes TNF y LES. Existen datos que sugieren una relacion entre el gen
TNF-A ( Factor de Necrosis Tumoral o) y LES. Se ha descrito polimor-
fismo en el gen que codifica para TNF-a, y la variabilidad de su
produccién por estimulacién con mitégenos fue correlacionada con
subtipos HLA-DR (Jacob y col., 1990). Individuos HLA-DR3 o -DR4
positivos producian gran cantidad de TNF-o, mientras que individuos DR2
positivos presentan una concentracién menor. La presencia de niveles
anormalmente altos {DR3) o bajos (DR2) de TNF-« podria influir en las
manifestaciones clinicas de LES, aunque son necesarios mas datos que
sustenten esta hipotesis.

JExiste una produccion de autoanticuerpos regulada por genes de
respuesta inmune (Ir)?.

Se ha postulado que existe una regulacion genética en la expresion
de determinados autoanticuerpos. Hay evidencia de que diferentes genes
MHC clase I estidn asociados con el aumento de determinados autoan-
ticuerpos. Por ejemplo, HLA-DR3 con anticuerpos anti-Ro y anti-La (Bell
y Maddison, 1980; Manthorpe y col., 1982) y HLA-DR4 con anticuerpos
anti-RNP (Genth y col,, 1987). Hay evidencia de que los niveles de
anticuerpos anti-Ro y anti-La pueden ser altos en individuos que son
heterocigotos para HLA-DQ1/-DQ2 (Harley y col., 1986, Hamilton y col.,
1988), dando lugar a la posibilidad de que moléculas hibridas DQ
(DQ1a/DQ2P 6 DQI1B/DQ2a) puedan ser las causantes de este aumento.
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Se ha propuesto que genes de clase II puedan funcionar como genes de
respuesta inmune (Ir). Sin embargo, anticuerpos anti-Ro y anti-La son una
caracteristica comin de LES asociada con la deficiencia en homocigosis

para C4, que no muestra ninguna asociacién constante con moléculas
MHC clase Il (Meyer y col., 1983).

TABLA 8
Prevalencia de HLA-DR2 y -DR3 en pacientes LES de diferentes
poblaciones.
Frecuencia de HLA- Frecuencia de HLA-
DR2 DR3
Referencia  Grupo étnico___ Pacientes  Controles Pacientes controles
%' n° % n % n % n

1 Caucasiodes® 20 40 28 123 43 40 11 123

2 Caucasoides? 20 46 28 134 54 46 36 134

3 Caucasoides® 46 63 22 63 38 63 25 63

4 Japoneses* 51 45 25 36 0 45 0 36

5 Chinos del 62 100 38 100 9 100 8 100
Sur®

6 Negros® 45 37 18 147 62 37 20 117

* % de individuos positivos. ® nimero total de individuos testados. ¢ DR determinado por
tipaje serolégico. * DR determinado por tipaje de DNA.

El gran polimorfismo de genes MHC, el nimero de genes que
expresan diferentes moléculas con funcion diversa, unidos por el
desequilibrio de ligamiento, dificulta la identificacion de genes implicados
en la susceptibilidad a la enfermedad. El mds intenso empeiio ha sido el
dirigido a analizar la estructura, funcién y asociacién de alelos MHC de
clase I y II con la susceptibilidad a enfermedad. El andlisis de asociaciones
HLA con LES y enfermedades relacionadas, ha sugerido la posibilidad de
que otros genes dentro de esta region (genes del complemento y TNF-A
y -B) jueguen también un papel importante en el aumento de la suscep-
tibilidad a la enfermedad.
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5.2.2 Sindrome de Sjogren primario.

Existe un alto grado de coincidencia en las manifestaciones
clinicas, serologicas e inmunogenéticas entre el sindrome de Sjégren
primario y LES. La asociacién més fuerte en individuos Caucasoides es
con HLA-B8, -DR3, -DR52, a pesar del contraste de un estudio con
pacientes Japoneses que muestra una alta prevalencia de HLA-DR53
(Moriuchi y col., 1986), molécula expresada en haplotipos que incluyen
DR4, DR7 y DR9. La presencia de anticuerpos anti-Ro y anti-La es una
de las caracteristicas serolégicas dominantes y otros estudios relatan una
gran expresion de estos anticuerpos en heterocigosidad para HLA-DQ1/-
DQ2. No ha sido establecida ninguna influencia de productos del
complememto C2, C4 y Bf en el sindrome de Sjégren primario.

5.2.3 Poliomiositis v dermatomiositis.

Miopatias inflamatorias adultas y juveniles, han sido asociadas en
poblaciones Caucasoides con ef haplotipo HLA-AL, -B§, -DR3, -C4AQ*0
(Beham y col., 1978; Hirsch y col,, 1981; Friedman y col., 1983; Robb
y col., 1988). No aparece asociacion con DR3 en estudios sobre pacientes
adultos de raza negra (Goldstein y col., 1990; Moulds y col., 1990). La
unica molécula que permanece aumentada es DR52, producto de un gen
clase II (DRB3), encontrada en los haplotipos que llevan DR3, DRS5 y
DR6 y DR8 (Goldstein y col., 1990). Estos genes DRB1 asociados con
DR52 comparten una secuencia polimorfica localizada en la primera
region hipervariable que constituye parte de la base del bolsillo de las
moléculas de clase II donde se unen los péptidos.

5.2 4 Esclerosis sistémica.

No existe ninguna asociacion consistente que relacione el sistema
HLA con esclerosis sistémica y sus variantes. HLA-DR1, -DR3 y -DR35
han sido implicados en estudios de pacientes blancos, mientras que DR2
y DR4 en sujetos Japoneses. El intento de un analisis en cuanto a la
clasificacion de los pacientes de acuerdo al tipo de enfermedad, sistémica
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o limitada, o por anticuerpos antt-centromero o anti-topoisomerasa I, no
ha dado resultados consistentes. De la misma manera, aunque ‘se ha
expuesto una asociacion con alelos de C4 en Caucasoides (Briggs y col.,
1990), no ha sido confirmado en otros trabajos.
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i. CARACTERISTICAS FUNDAMENTALES DE LA TOLERANCIA INMUNE.

La tolerancia inmune, es decir, la discriminacién entre lo propio y
lo extrafio, presenta varias caracteristicas fundamentales, en torno a las que
deben girar estas lineas. Cualquier fenémeno de tolerancia es antigeno
{Ag)-especifico, pero ningln aspecto estructural distingue un antigeno del
individuo de uno ajeno (a nivel de linfocitos B). La tolerancia no estd en
los genes, sino que se adquiere naturalmente, se "aprende”. Este concepto,
revelado por Medawar y cols. condujo a la conclusién de que Ja tolerancia
se puede inducir, y con ello, al desarrolio clinico eficaz de los transplantes
en Medicina (1). En condiciones naturales, la tolerancia a lo propio se
establece fundamentalmente en estadios perinatales, de manera que se
puede definir un antigeno propio como aquel que fue presentado al sistema
al principio de la vida. Esto ultimo implica que la tolerancia mantenida a
lo largo de la vida conlleva un componente de memoria de estos eventos
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tempranos (2). Como conclusién, se hace evidente que la adquisicién de
la tolerancia, no impresa en los genes, es un proceso mas de desarrollo,
y muy en particular, de desarrollo coordinado del sistema linfoide con
otros linajes somaticos del individuo. Anomalias en diversos puntos de
este desarrollo de linajes celulares subyacen a los diversos procesos
clinicos de autoinmunidad.

2. DINAMICA DE LA DIFERENCIACION DE LINFOCITOS B.

Es indudable que las enfermedades autoinmunes (clinicas o
experimentales) son procesos T-dependientes. Sin embargo, el compar-
timento B estd indudablemente implicado en muchos de los pasos
patogénicos del proceso, y en algunos casos, los autoanticuerpos produci-
dos son claramente un componente efector del dafio e.g. miastenia gravis
o anemias hemoliticas autoinmunes. La diferenciacién B pasa por una fase
Ag-independiente a nivel de los precursores de la médula dsea y una fase
posterior, Ag-dependiente, que selecciona linfocitos B a la periferia para
participar en respuestas inmunes. Tras su activacién por contactos
antigénicos, el linfocito B maduro se activa, prolifera y se diferencia a
célula plasmatica, secretora de anticuerpos y a célula de memoria, en el
contexto de la reaccion del centro germinal (3).

Durante la diferenciacién B en la médula 6sea, el reordenamiento
combinatorial y temporalmente ordenado de los loci V, D y J de la
cadena pesada y los V y J de la cadena ligera de las Igs, junto a la adicién
de nucleétidos no codificados en el genoma por la TdT, la actividad de la
exonucleasa, etc. genera el repertorio potencial de Igs del individuo. Los
reordenamientos eficaces "sefializan" la induccién de altas tasas de
proliferacion de precursores, expansion clonal subsecuente, parada de la
maquinaria enzimatica de reordenamiento ("apagado” de la expresion de
RAG-2; 4), y eliminacion de una fraccion importante de estos precursores
por muerte celular programada (ligado a la desaparicién de la proteina
anti-apoptdtica bel-2) en el estadio de linfocito pre-B tardio o pequefio.
Solo una fraccién menor de estas células sobreviven probablemente tras
contactos con ligandos (pre-antigénicos?) atn no caracterizados (5). Estos
procesos se correlacionan con la expresion de un pre-receptor B,
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conformado por la cadena pesada de la Ig v los productos de los genes A5
y VpreB. Fundamental para la generacion de linfocitos B, la participacion
del pre-receptor B en proliferacion, rescate y/o induccion de muerte y
expansion clonal, es objeto de controversia (6). También, recientes
experimentos de manipulacién genética especifica sobre los genes que
codifican para diversos factores de transcripcidon y moléculas de sefializa-
cién intracelular han evidenciado su requerimiento en la generacién y
mantenimiento de linfocitos B (7, 8).

Como esta bien caracterizado intratimicamente para la generacién
de linfocitos T, la presencia de un linfocito B maduro en la periferia
implica un proceso de seleccion positiva Ag-dependiente (9), de forma que
se puede afirmar que no existen linfocitos B virgenes o ingenuos ("naive"),
como los textos insisten en definir. La dindmica de la poblacién de
linfocitos B periféricos esta constituida por una fraccion mayoritaria de
linfocitos B de vida larga y otra, de células de vida corta, es decir, que
experimentan una gran recambio. Los encuentros antigénicos ocurren en
diferentes puntos de esta secuencia, desde los linfocitos B inmaduros
(IgM'IgD") de la médula ésea hasta los centrocitos del centro germinal.
Los primeros linfocitos B producidos son exquisitamente sensibles a
sefiales a través del receptor Ig, de manera que el umbral de respuesta es
muy inferior al de células IgM IgD" de la periferia (10). Este hecho
subyace en los procesos de seleccion central del repertorio B. Emigrado
a la periferia, el linfocito B estd expuesto a nuevos filtros selectivos
desencadenados por antigenos. En respuestas T-independientes (sobre todo,
ante antigenos con determinantes repetitivos expuestos sobre un esqueleto
linear, e.g., polisacéridos de cépsulas bacterianas), el "cross-linking" de la
Ig de membrana parece ser suficiente para la activacion, proliferacion y
diferenciacion final. En el curso de ia mayor parte de las respuestas, T-
dependientes, la unién Ag-Ig de membrana activa el linfocito B, es decir,
pasa de fase GO a G1 del ciclo celular, junto a una serie de cambios en la
expresion génica (CD69, IL-2Rat). Contactos intercelulares adicionales
(e.g. a través de receptores como CD40/CD40L) y/o factores solubles
secretados por linfocitos T permiten al linfocito B activado transcurrir por
fases G2SM del ciclo celular, es decir, proliferar, experimentar una
variable expansién clonal y diferenciarse al estadio efector de célula plas-
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matica. A lo largo de estos cambios celulares, tienen lugar nuevos
procesos selectivos interclonales y de establecimiento de tolerancia
periférica. En la periferia, la activacion celular especifica esta intimamente
ligada a la eliminacion de una fraccion substancial de estas células, lo que
se conoce como AICD ("activation-induced cell death"), debido a la pareja
de ligandos Fas/Fasl.. De nuevo, como a nivel central, parece que el
antigeno (sobre todo, presentado en inmunocomplejos Ag-Ac, sobre

células foliculares dendriticas -FDC-) rescata los clones de mejor afinidad
de la AICD (11, 12).

3. SELECCION DEL REPERTORIO DE ANTICUERPOS.

El establecimiento de tolerancia B en el adulto implica necesaria-
mente procesos de seleccion de un repertorio potencial de anticuerpos que,
salvo algunos condicionantes evolutivos y de desarrollo, se genera estocds-
ticamente. Pero la afirmacién inversa es un poco mas dificil: no esta claro
qué filtros selectivos estan alterados cuando se produce una reaccion
autoinmune y cudl es la jerarquia de mecanismos que sostienen la
tolerancia inmune. Existen multiples mecanimos de seleccion B bien
estudiados, como los que se exponen a continuacion:

A) Eliminacién fisica de células autorreactivas en la médula 6sea
{deleccion clonal). Modelos experimentales de ratones transgénicos con Igs
autorreactivas de alta afinidad han demostrado la eliminacion selectiva en
los 6rganos primarios (13). Han sido aqui implicados mecanismos de
bloqueo de la maduracidon, muerte celular programada y revision del
receptor ("receptor editing") han sido aqui implicados. La valencia del
antigeno (y en particular, su forma soluble o ligado a membranas), la
afinidad de la Ig complementaria, la concentracion de antigeno, la
competicion entre antigenos y la modificacion de umbrales de activacion
por varios co-receptores (e.g. PTPIC, CDI19, CD45) y/o moléculas
sefializadoras son variables relevantes del fenomeno de seleccion negativa
por deleccidon clonal. El interesante mecanismo de "receptor editing”
consiste en la revision de receptores autorreactivos por medio de
reordenamientos secundarios sobre nuevos genes V (obviamente, no
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deletados anteriormente) hasta obtener una nueva especificidad de Ig no
autorreactiva. Esto depende de la nueva expresion de la maguinaria de
reordenamiento de DNA (genes RAG) dependiendo del contacto con el
antigeno (14).

B) Anergia o inactivacidon funcional de linfocitos B. El linfocito B
autorreactivo no es deletado pero no responde eficazmente al autoantigeno.
Se especula que este mecanismo se establece en condiciones de sefiales
menos "intensas" que la deleccion clonal (menor afinidad, menor
concentraciéon de antigeno, etc.), y puede deberse a eliminacién de
funciones coestimuladoras (e.g. expresion de CD86, que interacciona con
CD28 en linfocitos T) o a bloqueo en vias de sefializacion de proliferacion
celular (15). Parece que el recambio de estas células anérgicas es mayor
al de la poblacion general debido a una vida media acortada.

C) Muerte celular dependiente de activacién (AICD). La activacién celular
en el curso de una respuesta inmune conlleva necesariamente apoptosis,
que termina esta respuesta y estd probablemente implicada en su conirol
y en el sostenimiento de la tolerancia periférica. AICD depende de
interacciones auto/paracrinas a través de la pareja molecular Fas/FasL, que
no actua a nivel de organos centrales linfopoiéticos. Los linfocitos B
autorreactivos expresan Fas tras activactén y el contacto con células T,
expresando FasL., provocaria su eliminacion. Las seiiales a través de CD40
(receptor fundamental en colaboracion T) son altamente inductoras de esta
via mortal en linfocitos B, pero la concurrencia de estimulos a través del

receptor especifico, Ig, bloquearia la transmision de esta sefial de muerte
(16).

D) Control de los nimeros de linfocitos B periféricos. L.os compartimentos
de linfocitos maduros estén construidos sobre el balance de la entrada de
nuevas células en el sistema versus su salida por utilizacidn y agotamiento
por diferenciacidn, asi como sobre las tasas de proliferacion versus
muerte/supervivencia de elementos maduros. Estos niimeros parecen estar
regulados exquisitamente, y cambios genéticos especificos conducen a
linfo-acumulaciones anomalas y eventos inmunopatolégicos. Asi, las
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delecciones genéticas de las cadenas o (CD25) y B del IL-2R y de CTLA-
4, asi como la sobre-expresién constitutiva de bcl-2 demuestran la
existencia de estos procesos activos de control fisiologico (17-21).

E) Carencia de colaboracion T. Durante mucho tiempo, se ha sugerido que
la tolerancia debia ocurrir fundamentalemente a nivel T, pues de todos era
conocida la existencia de autoanticuerpos en condiciones normales, su
aumento en activaciones policlonales sin induccion de enfermedad y las
alteraciones T-especificas que generaban autoinmunidad (e.g. timectomias
neonatales con autoinmunidad organo-especifica posterior; 22). Esevidente
que existe el fendmeno, genéticamente condicionado, de no-respuesta T
ante diversos antigenos. Esta falta de respuesta puede ser debida a una
particular seleccion de determinantes antigenos y/o a "agujeros” en el
repertorio. Los multiples pasos moleculares conducentes a la presentacion
de un repertorio de péptidos por las moléculas del MHC (procesamiento,
unién al haplotipo de MHC, competicion peptidica, afinidad, ete.) podrian
estar alterados en el primer caso y la deleccidn intratimica de TCR de alta
afinidad para autoantigenos darian cuenta del segundo.

F) Competicién interclonal en el curso de una repuesta inmune en el
centro germinal. Los organos linfoides secundarios estan compartimen-
talizados en microambientes definidos, entre los que resaltan funcional-
mente los centros germinales, formados a partir de foliculos linfoides, en
el curso de respuestas inmunes. Dependiendo de dénde, en qué forma y
sobre qué célula presentadora se encuentre el Ag, se genera un proceso
competitivo entre los clones B respondedores, con una consiguiente
modificacion del repertorio de Igs. Linfocitos B autorreactivos, encontran-
do al antigeno en zonas T peri-foliculares, pueden verse excluidos selec-
tivamente de entrar en el centro germinal, ser atrapados en este area, y
sufrir apoptosis (23). Dentro del centro germinal, se generan altas tasas de
proliferacion en centroblastos, que se diferencian a centrocitos, re-expresan
Ig, v mueren salvo que sean rescatados por el antigeno y sefiales T
adicionales (CD40L), lo que les permite evolucionar a células plasmaticas
y células de memoria. Las deficiencia de linfocitos T especificos para
autoantigenos en el centro germinal puede generar una muerte selectiva de

70



LOS LINFOCITOS B EN AUTORREACTIVIDAD Y AUTOINMUNIDAD

los centrocitos autorreactivos correspondientes (24).

G) Controles activos, dominantes, de la autorreactividad. Una fraccién
substancial de los repertorios de TCR y de anticuerpos reconocen
antigenos propios. Muchos de los mecanimos presentados anteriormente
pueden implicarse en una menor o escasa relevancia funcional de estas
interacciones autorreactivas. Sin embargo, la existencia de fendmenos
activos de control o "supresion” dentro del propio sistema inmune es
evidente. En clinica y en sisternas experimentales, la autoinmunidad esta
intrinsecamente ligada a procesos de inmunodeficiencia. Sirva como
ejemplo la induccién de enfermedades érgano-especificas tras la transfe-
rencia de poblaciones parciales de linfocitos T (22) o el desarrollo de
-diabetes mellitus en ratas BB, T-linfopénicas. Ain mas concluyente es el
experimento de Juan Lafaille et al., en el que la eliminacion total del
sistema inmune en un fondo genético RAG K.O. permite que un ratdn que
solo expresa un TCR anti-proteina bésica de ]a mielina (MBP) desarrolle
una encefalomielitis alérgica, modelo de esclerosis multiple (25). Un grupo
in crescendo de enfermedades autoinmunes son tratadas eficazmente con
preparaciones de Igs policlonales de miltiples donantes (26, 27).

Las interacciones especificas entre regiones variables (V) de Igs
que inevitablemente existen y que han conformado la llamada red
idiotipica, pueden jugar un papel relevante en el establecimiento y control
dinamico de los repertorios inmunes, y con ello, en el fendmeno de
tolerancia a lo propio (28). Los anticuerpos naturales del individuo parecen
no reconocer por igual todos los determinantes antigenos propios, sino que
se establece una jerarquia de "intereses” en lo que se ha denominado el
"inmunculo”, de evidentes consecuencias funcionales para la tolerancia y
la respuesta inmune: Los anticuerpos del suero (representantes de las
células plasmaticas naturalmente activadas) se focalizan y reconocen
preferencialmente unos determinantes autoantigénicos y no otros (29).
Dentro de los repertorios de TCR, existe también un mundo de deter-
minantes {péptidos) propios que es criptico y/o subdominante, que no es
normalmente "visto" por los linfocitos T, y que, en caso contrario, puede
desencadenar un proceso autoinmune (30). La tolerancia se puede inducir
por medio de respuestas a componentes propios del sistema, como lo
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demuestran los linfocitos T anticlonotipicos que inhiben autoinmunidad,
de I.LR. Cohen, o la eficacia de transfusiones repetidas en posteriores
receptores de injertos de rifién ("vacunas negativas").

Por otra parte, esta autorreactividad esta selectivamente incremen-
tada a nivel molecular en estadios tempranos de la ontogenia, precisa-
mente, en aquellos donde, fisioldgicamente, la tolerancia se establece en
su mayor parte. Mds de un tercio de todos los anticuerpos de estadios
postnatales reconocen especificamente otros anticuerpos del mismo
individuo, muchos son multirreactivos y se¢ ha demostradosu valor
funcional, en cuanto a su potencialidad de modificar respuestas inmunes
relacionadas a través de redes de interacciones V-V (31, 32). Esta fraccion
autorreactiva del sistema disminuye relativamente a lo largo de la vida,
pero persiste en nucleos funcionales del sistema (blastos activados,
linfocitos B-1, etc.) y podria representar el vehiculo celular de la memoria
de la tolerancia neonatal, que exponiamos al introducir este trabajo.

4.- ALTERACIONES DE LOS LINFOCITOS B Y LOS REPERTORIOS DE AN-
TICUERPOS EN LA PATOGENIA DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES.

Las enfermedades autoinmunes son procesos multigénicos en su
mayor parte. Este hecho sugiere que deben concurrir varias alteraciones
patogénicas para llegar a producirse un dafio inmunopatolégico. Es
también interesante considerar que la tolerancia a lo propio es un proceso
robusto y nada facil de desencadenar por cambios puntuales. También y
a pesar de las esperanzas puestas en los desarrollos de la terapia génica,
no parece evidente a corto plazo su eficacia en este tipo de enfermedades,
donde los productos de varios genes actian de forma combinatorial y
cuantitativa. Existen modelos experimentales espontaneos e inducidos. Los
primeros mimetizan fielmente los procesos clinicos, pero su patogenia es
multifactorial. Los segundos, ya sea por cambios a nive! del fenotipo o por
manipulacion genética selectiva, son perfectamente desentrafiables en
cuanto a mecanismos implicados, pero suelen ser "copias" deficientes de
las enfermedades humanas que intentamos entender. A pesar de estas
dificultades, es indudable el valor de estas aproximaciones, y cada semana,
emergen nuevas informaciones sobre los cambios moleculares finos que
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conducen a autoinmunidad. Vamos a analizar someramente algunas de las
alteraciones en los siete procesos definidos en el parrafo anterior que
desembocan en autoinmunidad, desde la perspectiva de linfocitos B.

No es facil producir autoinmunidad como consecuencia de
alteraciones de la deleccion clonal de especificidades autorreactivas a nivel
central. Animales con procesos de autoinmunidad espontdnea (e.g.NZB,
MRL-lpr) presentan un deleccién clonal perfectamente eficaz (33, 34).
Animales transgénicos para autoanticuerpos "patégenos” de alta afinidad
(e.g. anti-dsDNA obtenidos de ratones MRI.) son perfectamente normales
(35). Un modelo de ratones transgénicos para un anticuerpo anti-eritrocitos
es el unico descrito en que, en ciertas condiciones, se produce una anemia
hemolitica autoinmune (36). Aunque no es descartable su participacion en
algunos procesos (citopenias hematologicas autoinmunes), no parece que
la disrupcidn de la deleccién clonal de linfocitos B autorreactivos sea un
mecanismo principal de autoinmunidad.

Alteraciones en los umbrales de activacion y respuesta de diversos
estadios celulares B pueden contribuir a una reactividad exacerbada y dafio
somdtico: Los ratones Motheaten presentan una mutacién en e} gen que
codifica para la fosfatasa citopldsmica PTP1C. Esta enzima es responsable
de la inhibicion de sefiales a través de la Ig de membrana, de manera que
en su defecto, sefiales "poco intensas” pueden hiperactivar la célula (37).
Los Motheaten desarrollan autoinmunidad generalizada, una hiperprolife-
racion de linfocitos B-1, perinatales, y un alto ntimero de células
plasmaticas. CD19 es otra molécula de linfocitos B que puede tener un
papel similar de "ajustar” los umbrales de respuesta B, pero su eliminacién
selectiva no tiene los mismos efectos que PTP1C (38). No existen defectos
similares descritos en humanos, aunque no son descartables.

Activacion, proliferacion y muerte estidn ligadas en la respuesta
funcional de los linfocitos B maduros. Cambios en el proceso normal de
AICD contribuyen al proceso de autoinmunidad generalizada y (sobre
todo) de linfoproliferacion presente en los ratones lpr y gld. Ratones
MRL/lpr presentan una mutacion en el gen que codifica para el receptor
Fas, y la situaciéon complementaria se manifiesta en la cepa gld, con una
mutacién en el gen del ligando (FasL) (39, 40). Ello genera una lin-
foproliferacion fundamentalmente de linfocitos T y defectos intrinsecos a

73



SERGIO G. COPIN Y COLS.

células B, que contribuyen a una enfermedad que aboca al fallo renal por
depdsito de inmunocomplejos, y muerte temprana. También, determinadas
sublineas de ratones transgénicos para bcl-2 (gen inhibidor del proceso de
muerte celular programada), aparte de linfoacumulaciones excesivas en la
periferia y otros defectos en respuestas inmunes, presentan un patrén de
dafios autoinmunes (21). Todos estos mecanismos participan a nivel
periférico, no de seleccion central. Y ademas, mas que un elemento
determinante, se pueden considerar un cofactor patogénico en autoin-
munidad.

Posiblemente en relacion con el apartado anterior, una interesante
serie de manipulaciones genéticas especificas han conducido recientemente
a notables disrupciones de la tolerancia a io propio. La via de [L-2/IL-2R
ha sido clasicamente considerada un componente fundamental de la
activacion y funcionalidad de linfocitos T. Sorprendentemente, la
eliminacién selectiva de varios de sus elementos ha conducido a resultados
paraddjicos y a autoinmunidad. Ratones genéticamente deficientes para IL-
2 desarrollan enfermedad inflamatorias intestinales de indole inmunopato-
légica (41). La eliminacion de la cadena f§ del IL-2R también conduce a
la aparicion de datos clinicos de autornmunidad (18). Y, finalmente, la
deleccion genética de la cadena o (Tac) del IL-2R da lugar a animales en
los que los nimeros de linfocitos periféricos aumentan fuera de control y
a enfermedad inflamatoria intestinal y anemia autoinmunes (17). CTLA-4
es otro receptor relevante en el control de la activacion T, y ratones
negativos para la expresion de esta molécula padecen procesos lin-
foproliferativos, infiltrados inflamatorios tisulares y muerte precoz (19,
20). Los controles del tamaifio total y los numeros celulares de los
compartimentos linfoides participan indudablemente en el estado de
autorreactivadad fisiolégica y tolerancia, como se desprende de estos
elegantes experimentos. Habrd que elucidar si ocurren alteraciones
similares en clinica humana.

Una cuestion central de la biologia del desarrollo radica en el juego
entre proliferacion/diferenciacion (divisiones simétricas y asimétricas de
una célula) y en el caso de linfocitos B, el balance de activacion y
expansion clonal versus muerte y/o evolucidon a célula plasmatica,
secretora de anticuerpos. En este paso critico, también se debe considerar
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el mantenimiento de tolerancia. Lyn es un miembro de la familia Src de
moléculas de sefializacion intracelular, de expresion selectiva en linfocitos
B. Su eliminacién por manipulacion genética reduce la potencialidad
proliferativa de las células, pero, sorprendentemente, los linfocitos B
maduros aumentan sus tasas de diferenciacion final, con una produccion
incrementada de autoanticuerpos. Como consecuencia, se produce una
glomerulonefritis por inmunocomplejos IgG, tipica del lupus eritematoso
sistémico, en clinica humana (42, 43). Como antes habiamos expuesto para
los moduladores de los umbrales de respuesta (PTP1C, CD19), la funcién
de moléculas vehiculadoras dentro de la célula de estas sefiales debe ser
finamente regulada para no desembocar en un proceso patologico.
Finalmente, el papel de mecanimos de tolerancia activa, dominante,
dentro del sistema, se ha pueste de manifiesto en innumerables con-
diciones. Su indole intercelular y el hecho de que en ellos participen
multiples componentes celulares y moleculares, hace obviamente mas
dificil su analisis, como en los casos anteriormente descritos. Ya men-
cionamos el caso de los ratones anti-MBP en el fondo genético RAG
K.O., desprovisto de cualquier componente endégeno (25), v las ratas
diabéticas BB. Animales en los que se elimina todo el repertorio de
linfocitos T af” desarrollan hiperinmunoglobulinemia y autoinmunidad
generalizada, probablemente por la liberacién de control de linfocitos T
¥8", cooperando anémalamente, con linfocitos B (44). Ratones negativos
para moléculas de MHC de clase I (por delecion genética de B2-microglo-
bulina) y que, como consecuencia, reducen a minimos su poblacién de
linfocitos T CD8, desarrollan a lo largo de su vida diabetes mellitus tipo
I, autoimmune. Estd bien contrastado el hecho de que la autoinmunidad
se desarrolla mejor en ambientes "limpios", y que una menor activacion
global del sistema por repetidos contactos antigénicos, favorece, por
gjemplo, la aparicién y empeoramiento de diabetes mellitus en las colonias
de ratones NOD. Esté directamente ligado a este factor o no, el hecho es
que las enfermedades autoinmunes estan claramente incrementandose en
sociedades avanzadas y con mejorres condiciones higiénicas y sanitarias.
La timectomia neonatal (al 3* dia de vida) y transferencias adoptivas de
poblaciones linfocitarias selectivas alteran los balances de componentes
autoagresivos y reguladores y desembocan en procesos autoinmunes (22).
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No sabemos cudntas piezas mds nos faltan en el "puzzle" de la
patogenia autoinmune. Y no sabemos cudles son las piezas especificamente
alteradas en una esclerodermia o en una tiroiditis. Ignoramos, dentro de
la combinatorial cuantitativa de co-factores participantes en cada caso de
enfermedad autoinmune, cuil es su jerarquia funcional, y cuales son meros
epifenémenos. Sabemos muy poco de la dindmica de células, moléculas
y expresion genética a lo largo de la variable tiempo (y la mayor parte de
enfermedades autoinmunes tienen un curso ciclico). Pero los modelos
experimentales nos estan proporcionando una informacién valiosisima a
marchas forzadas. El posible papel de muchos de los factores analizados
lineas arriba debe ser investigado en la clinica. Es decir, sabemos, mucho
mejor que hace cinco o diez afios donde dirigir nuestros esfuerzos.
Esperemos que, como en muchos otros procesos patologicos de base
mmunoldgica, podamos empezar a imaginar y desarrollar aproximaciones
terapedticas mas selectivas € inocuas que la mera inmunosupresion
generalizada actual.
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histocompatibilidad.
NOD:  "Non-Obese Diabetic", ratones diabéticos no obesos.
PIA: "Pristane-Induced Arthritis", artritis inducida por Pristano.
SEB: "Staphylococcus Enterotoxin B", enterotoxina B de estafiloco-
cos.
TAM:  "T-cell Activation Motif", motivo de activacion de linfocitos T.
TcR: "T-cell Receptor”, receptor para antigeno de linfocitos T.
Tg: Transgénico.
TNF: "Tumor Necrosis Factor", factor necrosante de tumores.

TSST-1: "Toxic Shock Syndrome Toxin-1", toxina 1 del sindrome de
choque téxico.

1. INTRODUCCION.

Desde los tiempos de Erhlich, no ha dejado de intrigar a los in-
munologos la posibilidad de que los elementos del Sistema Inmunitario se
vuelvan contra el propio individuo al que, tedricamente, defienden de
agresiones externas (horror autotoxicus). En los ultimos afios se han
acumulado numerosos datos acerca de los factores, endogenos y exdgenos,
que influyen en el desarrollo de enfermedades autoinmunes. Una cuestion
a determinar es la de si las enfermedades autoinmunes se producen por
"errores" del sistema, o bien son la consecuencia de que, en el curso de su
funcionamiento normal, se dan situaciones que alteran o sobrepasan los
mecanismos de control del propio Sistema. En este caso, serfan riesgos
inevitables que se asumen por el beneficio que suponen las reacciones
inmunitarias.

El "pecado original" de los linfocitos T, y el fundamento
ultimo de su posible autorreactividad una vez maduros, es el proceso de
seleccion positiva que sufren en el curso de su desarrollo en el timo
(Sprent y cols., 1988; von Boehmer, 1990; Jameson y cols., 1995). La
base de esa seleccion positiva es el reconocimiento de péptidos propios
asociados a moléculas de histocompatibilidad propias por el receptor de
antigeno de linfocitos T (TcR), dando lugar a una sefial funcionalmente
significativa (Fig. 1A). Es decir: los linfocitos T periféricos, que son
estimulados al reconocer antigenos extrafios asociados a moléculas de
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MHC propias, descienden de precursores timicos con una afinidad
funcional hacia el MHC propio (Zauderer, 1989).

2. MECANISMOS DE TOLERANCIA FRENTE A COMPONENTES PROPIOS.

Basicamente, el problema que se le plantea al Sistema Inmunitario
es ¢l de evitar que péptidos de componentes propios (P,), asociados a las
moléculas de histocompatibilidad, y capaces de inducir seleccion positiva
en timocitos, induzcan la activacion de los linfocitos T periféricos maduros
(Fig. 1B). Esta activacion si ha de tener lugar al reconocer determinados
péptidos extrafios {Ag, P,) asociados a los mismos antigenos de histocom-
patibilidad (Fig. 1C). El esquema de la figura 1 presupone, por una parte,
un papel determinante de los péptidos asociados al MHC en la seleccion
positiva ((Ashton-Rickardt y cols., 1993), revisado en (Jameson y cols.,
1995)); por otra, que al menos parte de los péptidos propios asociados al
MHC son semejantes en el timo y en los 6rganos linfoides periféricos
(Marrack y cols., 1993).

El Sistema Inmunitario ha desarrollado una serie de mecanismos
de control, en gran medida redundantes, de mantenimiento de la tolerancia
frente a componentes propios, precisamente para evitar el ataque
autoinmune inherente a los mecanismos de variabilidad del TcR y al
proceso de seleccidn positiva de los linfocitos T. Se ha comprobado que
estos mecanismos operan tanto en estadios tempranos del desarrollo de los
linfocitos en el timo, como en linfocitos T periféricos (Kroemer y
Martinez-A., 1992). Bésicamente, implican la muerte de los linfocitos
(delecion) o su inactivacién funcional (anergia) cuando son estimulados
a través de su receptor para antigeno en determinadas condiciones, o bien
la ignorancia de la presencia del antigeno.
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Figura 1.- Sefiales funcionalmente diferentes generadas por la interaccién TcR-ligando en ¢l
timo y en los 6rganos linfoides periféricos. MHC: molécula del sistema principal de
histocompatibilidad; TcR: Receptor para antigeno de linfocitos T; P,: péptido propio asociado
a moléculas de histocopatibilidad; P,: péptido antigénico (Ag).

3. DIFERENCIAS CUANTITATIVAS EN LA ACTIVACION DE LINFOCITOS T.

Uno de los mecanismos de mantenimiento de la tolerancia frente
a componentes propios en los linfocitos T periféricos es el mantenimiento
de un alto umbral de activacion respecto de los timocitos (Fig. 2). Los
timocitos necesitan estimulos del TcR que alcancen un nivel suficiente
(estimulo 1, umbral A), para ser seleccionados positivamente y ser
rescatados de la muerte celular (revisado en (von Boehmer y cols., 1989;
Janeway Jr., 1994)). Si aumenta la avidez de la interaccion (debido, por
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ejemplo, a una mayor afinidad TcR-ligando, o bien a una mayor densidad
de ligandos), los timocitos pueden alcanzar un nivel de activacion por
componentes propios que el sistema detecta como peligroso, inicidndose
un proceso de seleccidn negativa para eliminarlos (estimulo 2, umbral B).
Ejemplos bien itlustrativos de éste fendmeno lo constituyen modelos de
ratones transgénicos cuyos linfocitos T expresan mayoritariamente un
unico TcR de especificidad conocida. Se ha observado como, en cultivos
de timo, la adicién de péptido antigénico en concentraciones bajas puede
inducir seleccién positiva (expansion) de los linfocitos que poseen el TcR
relevante. En cambio, si se aumenta la densidad de ligando del TcR (p.e.,
incrementando la concentracidon de péptido un orden de magnitud), se
produce seleccion negativa en los mismos cultivos (Ashton-Rikhardt y
cols., 1994). Resultados concordantes han sido obtenidos analizando otras
combinaciones TcR-MHC:péptido (Sebzda y cols., 1994). Hasta cierto
punto, se pueden interpretar en el mismo sentido los resultados obtenidos
en ratones transgénicos en los que se produce seleccidn positiva o negativa
dependiendo del menor o mayor nivel de expresién del co-receptor CD8
{Robey v cols., 1991; Lee y cols., 1992; Robey y cols., 1992).

El margen de seguridad en la tolerancia hacia los componentes
propios se amplia debido a que la avidez en la interaccion TcR-ligando
necesaria para activar los linfocitos T maduros (Fig.2, Umbral C), es aiin
supertor al umbral de delecién de los timocitos (Fig. 2, Umbral B) (Yagi
y Janeway, 1990; Pircher y cols., 1991).

4. PEQUENOS CAMBIOS CON GRANDES CONSECUENCIAS: DIFERENCIAS
CUALITATIVAS EN LOS LIGANDOS DEL TCR.

Los datos expuestos muestran la importancia de la avidez de la
interaccion TcR-ligando en la seleccidén timica y en el mantenimiento de
la tolerancia. Sin embargo, el panorama es mucho mas complejo. El
analisis detallado de la especificidad del reconocimiento de péptidos por
el TeR de linfocitos T maduros ha permitido detectar no solo péptidos que
actlian como ligandos activadores (agonistas), sino también péptidos que, .
incluso con diferencias minimas en su secuencia respecto a los anteriores,
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actian como agonistas parciales {(que inducen algunas, pero no todas las
funciones del linfocito), e incluso como antagonistas del TeR (bloqueando
las funciones del linfocito T) (Evavold y cols., 1993) (Fig. 3). Aunque
inicialmente se ha intentado explicar el agonismo parcial y el antagonismo
peptidico en términos de su menor afinidad hacia el TcR, ciertos péptidos
antagonistas parecen tener una eficiencia incompatible con esta hipétesis
(Bertoletti v cols., 1994; Klenerman y cols., 1994). En el mismo sentido,
y empleando como ligandos distintos anticuerpos frente al TcR de una
linea de linfocitos T, hemos observado diferencias cualitativas entre ellos,
de modo que aquellos anticuerpos que inducen sefiales del activadoras
optimas producen cambios estructurales en el TcR, y no sélo su agrega-
cion. Hay que hacer constar que estas diferencias son independientes de
la afinidad de cada anticuerpo hacia el TcR (Rojo y Janeway Jr., 1988;
Janeway y cols., 1989).

? E

o

°
iy
S ACTIVACION
8= UmbralC POR
s3 ANTIGENOD
o (PERIFERIA)
= 'g 7 SELECCION
&5 UmbralB / N EGATIVA
33 % MO}
5 Z )
.=) Umbral A 7 SELECCION
S8 POSITIVA
: /
< g % {TIMO)

< = 7

1 2 3
ESTIMULO

Figura 2.- Relacidn entre la avidez de la interaccién T¢cR-MHC:péptido, las sefiales que
producen seleccién positiva 6 negativa en los timocitos, y las que inducen activacién de los
linfocitos T maduros, 1: Estimulo suficiente para seleccién positiva en el timo. 2: Estimulo
que alcanza el umbral de delecidn clonal en el timo. 3: Estimulo capaz de activar linfocitos
T maduros.
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La relevancia de estos hallazgos en cuanto a los mecanismos de
tolerancia y la seleccion timica surge de la observacidon de que, en
sistemas de cultivo de timo "in vitro", ciertos péptidos antagonistas
inducen seleccién positiva de los timocitos, mientras que, en las mismas
condiciones, los péptidos agonistas producen seleccion negativa. En el
mismo sistema, péptidos agonistas parciales producen seleccién positiva
a baja concentracion, y negativa a alta concentracién (Hogquist y cols.,
1994). Resultados semejantes han sido obtenidos con péptidos débilmente
agonistas empleando otras combinaciones de TcR-antigeno (Ashton-
Rikhardt y cols., 1994).

MHC MHC MHC MHC
p— —— — — pr—— el pr—
Fan Fap \0/\ Pap \/\4 Pag M

TR [ " | TR Tlrwr [ TR [
ANTAGONISTA AGONISTAPARCIAL t  AGONISTA PARGIAL2 AGONISTA (ANTIGEND)
LINFOCITOS  Blogueo de ‘2 Activacidn Activacidn Parcial Actvacidn Parcial Activacidn Complela

MADUROS par Agonistas ’
TMO Seleccidn Positiva Seleceién Positiva & Seleccion Postiva 6 Seleccdn Negativa
Negativa Negativa

Figura 3.- Ligandos distintos de un mismo TcR inducen efectos biolégicos distintos. Los
péptidos asociados a una molécula de histocompatibilidad (MHC) pueden: (1) ser antagonistas
(P, ¥ bloquear la respuesta a antigeno; (2,3) ser agonistas parciales (P,p), estimulando
selectivamente ciertos mecanismos de respuesta celular; 6 (4) ser agonistas (P,), estimulando
todas las vias de activacién posibles en el linfocito T. Estas diferencias pueden ser
independientes de la afinidad de la interaccidn.

;Cuales son las diferencias en las sefiales del TcR inducidas por cada
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tipo de ligando?. Aunque este es un campo muy poco explorado, el interés
se ha dirigido a los sucesos mas tempranos de la activacién de los
linfocitos T, es decir, la fosforilacién de tirosinas de distintos sustratos
celulares, que incluyen las cadenas v, 8, €, y € del complejo CD3 asociado
al TcR (revisado en (Weiss, 1993; Mustelin, 1994)). Funcionaimente se ha
podido establecer que Lck y Fyn, dos tirosina quinasas de la familia Src
son, posiblemente, las encargadas de iniciar la cascada de seiales
activadoras en los linfocitos T maduros. Ambas se asocian fisicamente al
complejo TcR:CD3 ((Samelson y cols., 1990; Gauen y cols., 1992; Gauen
y cols., 1994; Criado y cols., 1995)), y, en el caso de Lck, puede asociarse
indirectamente al TcR por medio de las moléculas co-receptoras CD4 y
CD8 (Diez-Orejas y cols., 1994; Criado y cols., 1995). En las sefiales
tempranas de linfocitos T maduros también aparecen implicadas otras dos
tirosina quinasas (ZAP-70 y Syk), aunque, al menos en el caso de ZAP-
70, su asociacion a las cadenas CD3e y £ depende de la fosforilacion
previa de las tirosinas presentes en los motivos de activacion (TAM) de
la region intracitoplasmica de éstas moléculas (Kolanus y cols., 1993;
Gauen y cols., 1994).

Con base en los resultados de activacion por distintos anticuerpos frente
a un mismo TcR , propusimos hace tiempo la idea de que la activacion
eficiente de los linfocitos T implica no sélo la agregacion del TcR, sino
también cambios en su estructura que permiten o inducen una aproxima-
cidon de moléculas co-receptoras al TcR (Saizawa y cols., 1987; Rojo y
Janeway Jr., 1988; Rojo y cols., 1989; Diez-Orejas y cols., 1994). Si
extendemos éste concepto a los procesos de seleccidon timica, es posible
que ligandos que inducen sélo agregacion o solo cambios confor-
macionales en el TcR den lugar a una sefial incompleta, insuficiente para
la activacion de linfocitos T maduros, pero suficiente para la seleccion
positiva de timocitos (Janeway y cols., 1989). Esta seital incompleta podria
derivarse de la interaccion de alta densidad del TcR con péptidos an-
tagonistas o agonistas parciales, o bien de la interaccidn de baja densidad
con péptidos agonistas. Por el contrario, las interacciones de alta densidad
con ligandos que inducen cambios conformacionales del TcR (p.e.
péptidos agonistas) inducirian sefiales completas y seleccion negativa.

En este sentido puede ser relevante que, en clones de linfocitos CD4*
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Thl, ciertos péptidos agonistas parciales capaces de inducir anergia
(Sloan-Lancaster y cols., 1993; Sloan-Lancaster y cols., 1994a), inducen
patrones de fosforilacidn temprana de tirosinas alterados y mas débiles. En
esas condiciones, la tirosina quinasa ZAP-70 no se incorpora al complejo
del TcR (Sloan-Lancaster y cols., 1994b). Aunque no existen datos
similares acerca de péptidos antagonistas, es razonable pensar que éstos
pueden dar lugar a sefiales del TcR parciales ¢ alteradas en el patrén de
fosforilacion, como han sugerido Evavold y cols. (Evavold y cols., 1993)
(Fig. 3).

5. (EL CO-RECEPTOR MARCA LA DIFERENCIA?.

Observaciones recientes indican que, de algina manera, los linfocitos
T maduros son incapaces de responder a la misma combinacién pép-
tido:MHC que encontraron durante la seleccidn positiva (Jameson y cols.,
1994). Asi, en ratones transgénicos para un TcR especifico de un péptido
de Ovoalbumina:H-2", los linfocitos seleccionados pueden responder a un
determinado péptido, agonista parcial, siempre que éste no haya sido
empleado para la seleccion positiva "in vitro”. Sin embargo, cuando la
seleccion positiva se produce en presencia de este agonista parcial, los
linfocitos T que maduran son incapaces de responder al péptido empleado
en la seleccion positiva, aunque mantienen la capacidad de respuesta a un
péptido antigénico (agonista). Este fendmeno va unido a la seleccion
positiva de linfocitos T que expresan niveles bajos del co-receptor CDS.
Es decir, parece que en presencia de un agonista parcial son seleccionadas
preferentemente células con sus vias de activacion alteradas debido a un
déficit de co-receptores. Estos niveles reducidos de co-receptor se han
observado también en otros sistemas en los que la seleccién positiva se
lleva a cabo por bajas concentraciones de péptidos agonistas, y abundaria
en la necesidad de se-ales incompletas o parciales para la seleccion
positiva (Ashton-Rikhardt y cols., 1994; Sebzda y cols., 1994), asi como
en la necesidad de los co-receptores para una sefial del TcR completa.

Los co-receptores (CD4 y CD8) tienen una importancia decisiva en la
seleccion positiva y negativa de los timocitos, y han de localizarse
proximos al TcR para llevar a cabo su funcién ((Aldrich y cols., 1991;
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Ingold y cols., 1991; Killeen y cols., 1992),revisado en (Wallace y cols.,
1993)). Esto, en principio, sugiere que la tirosina quinasa Lck asociada a
CD4 y CD8 podria intervenir decisivamente en los procesos selectivos de
los timocitos (Van Oers y cols., 1992). A pesar de ello, se han de tener
presentes ciertos datos que hablan en contra de la participacion de tirosina-
quinasas en estos procesos. Por ejemplo, ratones transgénicos para formas
de CD4 6 CD8 incapaces de unir la tirosina-quinasa Lck, pueden lograr
seleccidn positiva siempre que expresen niveles suficientemente altos de
estos co-receptores alterados (Chan y cols.,, 1993; Killeen y Littman,
1993). Ademas, se ha observado que la seleccidn negativa puede llevarse
a cabo en presencia de inhibidores de tirosina-quinasas (Nakayama v Loh,
1992). Todos estos datos han de tomarse con precaucion, teniendo en
cuenta que la carencia de la tirosina-quinasa ZAP-70 afecta profundamente
a los procesos de seleccion positiva y negativa en el timo (Negishi y cols.,
1995).

6. LINFOCITOS T AUTORREACTIVOS EN ORGANOS LINFOIDES PERIFERICOS.

A pesar de las barreras de la seleccién timica, en los 6rganos linfoides
periféricos podemos encontrar linfocitos T capaces de reaccionar frente a
antigenos propios, al menos en condiciones de activacién "in vitro"
{Hooper, 1987; Hooper y cols., 1987; Zauderer, 1989; Elson y cols., 1995;
Steinman, 1995). Las razones de este "escape” de la seleccion negativa en
el timo pueden ser varias. Una de ellas es la existencia de antigenos
especificos de tejido que no son expresados en el timo. Si estos antigenos
son solubles, pueden alcanzar el timo y ser presentados por células del
timo que expresen moléculas de MHC de clase II (Murphy y cols., 1990;
von Boehmer y Kisiclow, 1990). Esto produciria la delecion de los
linfocitos T CD4" potencialmente autorreactivos frente a este tipo de
antigenos, ya que reconocen péptidos asociados a MHC de clase 11 (Fig.
4). Sin embargo, éste mecanismo de delecién debe ser menos efectivo en
el caso de los linfocitos T CD8’, que reconocen péptidos asociados a
moléculas de MHC de clase I, ya que éstas asocian principalmente
péptidos derivados de proteinas sintetizadas endogenamente en la propia
célula (Jaraquemada y Marti, 1991).
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Figura 4.- La activacion inicial por antigeno en linfocitos T CD4" y T CD8" requiere, ademas
de las sefiales del TcR junte con las moléculas co-receptoras CD4 y CDE, de otras sefiales
libradas como consecuencia de la interaccidn de moléculas co-estimuladoras (CD28) con
ligandos expresados por células presentadoras de antigeno (CD80 (B7)).

En segundo lugar, ocurre que las proteasas que intervienen en el

procesamiento de antigenos propios favorecen la generacién de ciertos
péptidos, que son los que se asocian preferenetmente a las moléculas de
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histocompatibilidad. Por tanto, (nicamente se genera una tolerancia
efectiva en el timo frente a éstos péptidos, pero no frente a otras
secuencias dentro de la misma proteina. De este modo, se han podido
encontrar linfocitos que reaccionan frente a un péptido del citocromo ¢,
pero que no responden cuando se usa como antigeno la proteina entera,
debido a que ese péptido particular no es generado en el curso del
procesamiento intracelular del citocromo ¢ (Mamula, 1993).

7. ¢(POR QUE NO SON ACTIVADOS LOS LINFOCITOS AUTORREACTIVOS
PERIFERICOS?.

Para conocer mejor los mecanismos de tolerancia de los linfocitos
maduros potencialmente autorreactivos han sido particularmente ftiles
ratones dobles transgénicos que expresan mayoritariamente un tinico TcR
de especificidad conocida frente a un antigeno cuya expresion se induce
en tejidos particulares (p.e. la expresion de antigenos en islotes de
Langerhans del pancreas bajo la direccidn del promotor de insulina). En
muchos de estos sistemas, y a pesar de la abundancia de linfocitos T
potencialmente autorreactivos en los organos linfoides periféricos, se
observa la ausencia de un ataque efectivo, y no se desarrolla enfermedad
autoinmune a no ser que se "prime" a los linfocitos utilizando el mismo
antigeno en forma estimuladora.

A este respecto, s necesario recordar que el inicio de la respuesta
a antigenos en los linfocitos T maduros dnicamente se produce en con-
dictones muy restrictivas (Fig. 4): Por un lado, la expresion suficiente de
receptores para antigeno y de correceptores CD4/CD8, asi como densidad
de antigeno: MHC adecuada. Por otro lado, se requiere una sefial adicional
producida como consecuencia de la unién de moléculas co-estimuladoras
(CD28) con su ligando (B7, CD80) (revisado en (Allison, 1994)). En
condiciones normales, estos ligandos co-estimuladores Gnicamente se
expresan en células presentadoras de antigeno "profesionales”, como las
c€lulas dendriticas, los macréfagos, o los linfocitos B, evitando que
cualquier célula pueda iniciar el proceso de activacién de aquellos
linfocitos T maduros con suficiente avidez hacia MHC:péptido propio.
Mas aln, en muchos casos el reconocimiento de antigeno o la union de
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ligandos al TcR en ausencia de sefiales co-estimuladoras adecuadas no
induce respuesta, o produce inactivacion funcional (anergia) en los
linfocitos T maduros (Allison, 1994).

8. TOLERANCIA POR IGNORANCIA.

La falta de ligandos co-estimuladores en las células que expresan
un determinado antigeno (y, en el caso de los linfocitos T CD4", la expre-
sion de moléculas de MHC de clase II unicamente en células presentadoras
de antigeno "profesionales") puede llevar a que linfocitos T maduros
potencialmente autorreactivos "ignoren" el antigeno y no se produzeca
ataque autoinmune (Tabla ). En estas condiciones, los linfocitos T no
responden a un antigeno expresado en un tejido periférico, pero tampoco
se encuentran aneérgicos, ya que responden al mismo antigeno presentado
por células presentadoras de antigeno adecuadas. En este sentido ha sido
muy estudiado por Ohashi y cols. un sistema de ratones dobles transgéni-
cos: por una parte, para la glicoproteina de la envuelta del virus de la
coriomeningitis linfocitica (gpLCMV), cuya expresién se dirige a las
células P de los islotes del pancreas gracias al uso del promotor del gen
de la insulina. Por otro lado, los ratones son transgénicos para un TcR
especifico de un péptido de la misma glicoproteina asociado a moléculas
de MHC de clase I (anti-gpLCMV:H-2") y dependiente de CD8 ((Ohashi
y cols., 1991; Oldstone y cols., 1991), revisado en (Ohashi, 1994)) (Fig.
5). En estos sistemas existen abundantes linfocitos T CD8" maduros
especificos de gpLCMV con caracteristicas normales, que pueden
responder a antigeno "in vitro”. Ademas, formas inmunogénicas de la
misma proteina (p.e. la infecciéon por el virus LCMV) llevan a una
respuesta inmunitaria que produce finalmente diabetes autoinmune. Se han
podido determinar algunos de los factores que contribuyen al estado de
"ignorancia” de los linfocitos T, tales como el bajo nivel de expresion de
MHC de clase I en el organc diana, la no expresion de ligandos de
moléculas co-estimuladoras, o la no secrecidon por el tejido diana de
citoquinas (p.e. TNF-a) que coadyuvan al proceso autoinmune (Ohashi y
cols., 1993; Harlan y cols., 1994). Este tipo de "ignorancia" parece
funcionar también en otros sistemas de expresion localizada de un
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antigeno (HSmmerling y cols., 1991); incluyendo ratones transgénicos para
un TcR reactivo frente al epitopo principal de MBP reconocido por los
linfocitos T CD4" en el curso de la Encefalomielitis Alérgica Experimental
(EAE), siempre que los animales permanezcan en ausencia de patdgenos
(Goverman y cols., 1993).

8. DELECION Y ANERGIA EN LINFOCITOS T PERIFERICOS.

Aparte de la "ignorancia" a los antigenos, existen abundantes
pruebas de otros mecanismos de mantenimiento de la tolerancia, en
sistemas transgénicos y no transgénicos, que implican bien la falta de
respuesta a antigeno presentado en forma inmunogénica (anergia); bien la
muerte (delecion) de los linfocitos antigeno especificos periféricos. En la
Tabla I se exponen ejemplos de algunos mecanismos mediante los cuales
los linfocitos T potencialmente autorreactivos no responden a los antigenos
"in vivo". Se incluyen ademas ciertos casos en que la falta de respuesta a
un antigeno "in vivo" no impide la activacion por formas inmunogénicas
del mismo antigeno "in vitro”, y no existe, por tanto, una anergia "sensu
stricto". Este conjunto de datos sugiere una gran variabilidad en los
mecanismos celulares de tolerancia, con distintos grados de inactivacion
funcional de las células autorreactivas. Esta gradacion puede corres-
ponderse con diversas circunstancias propias de los linfocitos T implicados
(p.e. la afinidad del TcR hacia el antigeno), o de las células que lo
expresan (p.e. densidad del antigeno). Un buen ejemplo de lo primero es
el diferente tipo de anergia que muestran linfocitos periféricos de ratones
H-2° transgénicos para dos TcR anti-H-2®, uno "dependiente” de CD8 y
otro independiente de CD8, estudiados por Schmitt-Verhulst y cols.
(Auphan y cols., 1994). La importancia en la tolerancia de las células que
expresan el antigeno se demuestra bien por las diferencias en los grados
y los mecanismos de tolerancia periférica entre ratones dobles transgénicos
(H2"-TcR anti-H-2°), de acuerdo con el tejido en el que se expresa el
antigeno diana H-2° ((Hammerling y cols., 1991), Tabla I).

94



€6

Tabla I: Mecanismos de tolerancia frente a linfocitos T periféricos potencialmente autorreactivos

MECANISMO DE ESPECIFICIDAD?

TOLERANCIA

TeR

ANTIGENQ?¥/
EXPRESION

RESPUESTA
"In Vitro*

OBSERVACIONES

REFERENCIA

"IGNORANCIA"

ANERGIA

DELECION

a-gpLCMV:H-2Db (Tg}
a-H-2KP (Tg)

a-H-2KP (Tg)

a-1-2KP (Tg)

a-H-2KP (Tg)
a-gpLCMV:H-20P (Tg)
vps*

vps?

a-H-Y (Tg)

a-gpLEMV:H-20D (Tg)
vps*

vpe*

a-H-Y (Tg)

gpLCMV(TgY células de Langerhans
H-2KP {Tg)/ epitetio

H-2KH (Tg)/ neurcectodermeo

H-2Kb (Tg) célutas hepaticas
H-2Kb (Tgy epitelia timico
gPLCMV(Tg) celulas de Langerhans
Baza Miv-7 (M1s-18}

Enterotoxina B Staphytococcus
Bazo de ralones macho

gpLCMV(Tg)/ células de Langerhans
Baxo Miv-7 (Mis-13}

Enterotoxine B Staphylococcus
Baze de ratones macho

Si
Si

8i
No

No
No
No
No

No

Expresion normal TCR/CD3

Modulacidn T¢R/CDB reversible
Madulacion de CD8 en el imo
Modulacion TeR/CDS irreversible
Inducida por péptido soluble
Inducikda por transferencia de células
Inducida por toxina soluble

Inducida por transferencia de células
Modutacitn TcR/CDA

Inducida por péptido soluble
nducida por transferencia de células
Inducida por toxina soluble

Inducida per transferencia de células

{Ohashl y cols., 1891}
{Hammerling y cols., 1981)

(Hammenting y cols., 1891}
(Hammeding y cols., 1981)
{H4ammering y cols., 1991)
(Kyburz y cols., 1993)
{Rammensee y cols., 1989)
{Kawabe y Ochi, 1890)
{Rocha y von Boehmer, 1991}

(Kyburz y cols., 1993)

(Weabb y cols., 1990)
(Kawaba y Ochi, 1991)
(Rocha y von Boehmer, 1991)

B Tg: Transgénico; gpLCMV. glicoproteina de |a envuelta virat del virus de la cotiomeningltis infocitica murina.
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Figura 5.- Tolerancia por "ignorancia” en ratones dobles transgénicos para un TcR especifico
de un péptido de la glicoproteina de la envuelta del virus de la coriomeningitis linfocitica
(gpLCMV) y para la expresion de gpL.CMV dirigida por el promotor del gen de insulina. A:
En ausencia de otro estimulo, v con baja densidad de MHC:antigeno, los linfocitos T no lo
reconocen (lo "ignoran") funcionalmente . B. La infeccidon de células presentadoras de
antigeno "profesionales” por LCMV permite una presentacién efectiva del antigeno y la
sensibilizacidn de los linfocitos T. C: Los linfocitos T, una vez sensibilizados, no requieren
de moléculas coestimuladoras para lievar a cabo el ataque de las células pancredticas que
expresan €l antigeno.
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9. ROTURA DE LA TOLERANCIA: PAPEL DE LOS AGENTES INFECCIOSOS.

Hemos visto cémo existen potentes mecanismos de control que
impiden el ataque autoinmune tncluso cuando existen abundantes linfocitos
maduros que, por la afinidad de sus receptores y su especificidad
antigénica, son potencialmente autoagresivos. Distintos modelos ex-
perimentales de autoinmunidad esponténea y estudios inmunogenéticos han
puesto en evidencia la importancia de factores genéticos muy diversos en
la susceptibilidad de los individuos a una determinada enfermedad
autoinmune. Sin embargo, los datos de estudios sobre gemelos monocigd-
ticos indican una gran importancia de los factores ambientales en el
desarrolio de este tipo de enfermedades. De esta forma, la concordancia
para el desarrollo de la enfermedad puede ser muy baja (hasta un 5% para
el desarrollo de la esclerosis multiple, (Sinha y cols., 1990)).

De entre los factores ambientales, los agentes infecciosos son,
posiblemente, los mas relevantes en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes. En ratones transgénicos para un receptor que reconoce el
epitopo inmundominante de la MBP se ha observado desarrollo espontaneo
de encefalitis alérgica en ratones que se mantienen en condiciones
convencionales, pero no en colonias que se mantienen libres de patégenos
(Goverman y cols., 1993). De igual modo, la artritis experimental inducida
por pristano (Pristane-induced arthritis, PIA) sélo tiene lugar en ratones
que han permanecido en instalaciones convencionales, y no en animales
que se mantienen en condiciones estériles (Elson y cols., 1993). La
necesidad de una flora intestinal normal aparece también en la colitis
ulcerosa que desarrollan ratones deficientes en IL-2 (Sadlack y cols.,
1993). En la figura 6 se muestran algunos mecanismos, documentados o
posibles, mediante los cuales los microorganismos o sus productos pueden
inducir o coadyuvar a la instalacién de enfermedades autoinmunes. En
muchas ocasiones, ademas, €stos mecanismos no son mutuamente
excluyentes, y, probablemente, es necesaria la coincidencia de varios de
ellos para que se desarrolle autoinmunidad.

En primer lugar, ciertos productos microbianos muy comunes,
como los lipopolisacaridos o los peptidoglicanos, tienen capacidad
coadyuvante (Warren y cols., 1986), e inducen la expresion o la secrecion
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de moléculas co-estimuladoras en linfocitos B y macrofagos, incluyendo
CDR0, HSA, e IL-1 (Durum y cols., 1985; Warren y cols., 1986; Liu y
cols., 1992) (Fig. 6, 1), ademas de moléculas directamente implicadas en
el desarrolio de auutoinmunidad, como el Factor Necrosante de Tumores
(TNF) (Vasalli, 1992; Ohashi y cols., 1993).

En segundo lugar, se han descrito numerosas moléculas microbia-
nas con secuencias de aminoacidos similares a moléculas propias. La
respuesta de linfocitos T a estas secuencias con reaccion cruzada puede dar
lugar a una activacién efectiva ("priming") de linfocitos T que van a ser
capaces de reconocer secuencias semejantes de proteinas propias (Fig. 6,
2). Un ejemplo clasico es el desarrollo de EAE mediante inmunizacién de
conejos con una secuencia del virus de la hepatitis B homdloga de la MBP
(Fujinami y Oldstone, 1985). Es particularmente interesante el hecho de
que la homologia suficiente para el desarrollo de esta respuesta puede ser
muy baja (hasta 4 de 11 aminoéacidos).

Un tercer mecanismo de iniciacidn/facilitacion de la respuesta
frente a componentes propios es la produccion de "superantigenos'
(Herman y cols., 1991; Webb y Gascoigne, 1994). Los superantigenos se
unen a las caras laterales de las regiones VB del TcR y de las moléculas
del MHC de clase II. De este modo activan los linfocitos T CD4" que
poseen regiones V[ adecuadas. Los superantigenos conocidos incluyen,
entre otros exotoxinas de bacterias gram-positivas, asi como proteinas
codificadas en las regiones LTR de ciertos virus. En algunos casos, la
expansion oligoclonal delinfocitos T por superantigenos puede inducir
directamente lesiones autoinmunes. Es ¢l caso de la artritis articular
inducida por TSST-1 (Toxina-1 del sindrome toxico de Staphyloccocus)
que activa linfocitos T VB117 (Abdelnour y cols., 1994). Otro posible
mecanismo de accion de los superantigenos implica una presentacion de
antigenos mas eficiente (Janeway y cols., 1983). En este sentido, se ha
observado que la enterotoxina B de Staphylococcus (SEB), que activa
preferentemente linfocitos T VB8, induce encefalomielitis experimental
producida por administracion de MBP (mediada por linfocitos T VB8") en
ratones que no mostraban signos clinicos de enfermedad, o produce
recaidas en ratones en fase de remision (Brocke y cols., 1993).
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MICROORGANISMO/
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Figura 6.- Vias gue pueden utilizar los microorganismos para provocar rotura de la tolerancia
hacia componentes propios: 1: induccidén de moléculas co-estimuladoras (B7, 1L-nl) por
metabolitos. 2: Procesamiento y expresion de péptidos homélogos de secuencias de proteinas
propias. 3: Produccidn de exotoxinas y otras moléculas de caricter superantigénico. 4: Las
linfoquinas producidas por los linfocitos T activados pueden contribuir al fenémeno de
dispersidn de epitopos, dando lugar a la activacién de células no tolerizadas que reconocen
epitopos "cripticos”. Estas linfoquinas también pueden contribuir a la activacién de linfocitos
inactivos (5, Ta: T anérgicos), y a incrementar la expresién de moléculas de MHC:péptido
en los tejidos diana (6).
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Una vez activada la respuesta frente a un epitopo con reaccion
cruzada hacia determinantes propios, se puede ampliar la respuesta a
epitopos no inmunodominantes (epitopos cripticos) de la molécula propia,
frente a los que no se ha generado tolerancia en el timo, o frente a
epitopos criipticos de otras moléculas propias del tejido atacado, que son
liberadas en el curso de la reaccion inflamatoria ("epitope spreading”, Fig.
6, 4). Este fenémeno de ampliacion del repertorio inicial de epitopos
propios (intra- e intermoleculares), frente a los cuales se va extendiendo
la respuesta progresivamente, estd bien documentado en distintos sistemas
antigénicos, incluyendo modelos de autoinmunidad experimental como la
EAE en respuesta a un péptido de MBP (Lehmann y cols., 1992); el
desarrollo de diabetes autoinmune en ratones NOD, iniciada en respuesta
a GAD (Kaufman y cols., 1993); o en la respuesta anti-HSP en la artritis
inducida por pristano (PIA) (Elson y cols., 1995).

Para explicar el fendmeno de dispersion de epitopos se han
propuesto diversos mecanismos: alteracion del procesamiento en antigenos
que forman complejos antigeno-anticuerpo (Mamula yJaneway, 1993); o
alteracion de los mecanismos de procesamiento de antigeno por linfo-
quinas secretadas por linfocitos T Thl (Elson y cols., 1995). En ambos
casos el resultado es la expresion eficiente de epitopos que habitualmente
estan "escondidos" desde el punto de vista inmunoldgico.

En algunos casos, las linfoquinas secretadas por linfocitos T
activados pueden romper el estado de tolerancia de linfocitos T periféricos
potencialmente autorreactivos, contribuyendo de este modo al reclutamien-
to de nuevos linfocitos activos funcionalmente (Andreu-Sanchez y cols.,
1991) (Fig. 6, 5). En otros, en fin, pueden incrementar la expresién de
antigenos de histocompatibilidad en el tejido diana, alterar el procesa-

miento de antigenos propios, o expresa epitopos ajenos con reaccidn
curzada (Fig. 6, 6).

10. ;ESPOSIBLE LA VUELTA ATRAS?: AUTORREACTIVIDAD EN LINFOCITOS
"NO AUTORREACTIVOS".

Hemos visto que algunos -o muchos- linfocitos T con afinidad/avi-
dez suficientes para ser autorreactivos pueden madurar y pasar a los
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érganos linfoides periféricos. En condiciones adecuadas, estos linfocitos
pueden ser activados, iniciandose un ataque autoinmune. No podemos
olvidar, sin embargo, que las reacciones de autoagresion solo pueden ser
definidas funcionalmente. Por tanto, cabe pensar en la posibilidad de que
ciertos cambios lleven a los linfocitos T maduros a un estado en el que
sefiales débiles 6 incompletas, como las que se producen por la interaccién
TcR-MHC propios, sean suficientes para una activacion efectiva. Por el
fenémeno descrito antes de "dispersion de epitopos” una respuesta inicial
de este tipo podria extenderse a distintos antigenos propios y a linfocitos
"auténticamente” autorreactivos. Posiblemente los linfocitos T que lanzan
este tipo de"miradas atras" estan condenados, de ordinario, a la neutraliza-
cién y a la muerte. En caso contrario, y teniendo en cuenta las carac-
teristicas de las sefiales del T¢R durante la maduracion de los timocitos,
se puede anticipar que los cambios necesarios en la maguinaria intracelular
han de ir dirigidos a: i) disminuir o eliminar la dependencia de sefiales co-
estimuladoras en la activacion del TcR; ii) modificar la maquinaria
intracelular para disminuir drasticamente el umbral de activacion; y iii)
simultdneamente, ésta misma maquinaria debe facilitar la proliferacion y
la secrecion de linfoquinas incluso en respuesta a sefiales incompletas del
TcR. En otras palabras, se ha de conseguir que sefiales del TcR que en los
timocitos inmaduros completan el proceso de desarrollo o producen muerte
celular, se dirijjan hacia la secrecion de linfoquinas y la proliferacién
celular.

Hay que recordar que muchos de los cambios que tienen lugar
después de que un linfocito T virgen sea "sensibilizado" ("priming") van
orientados a cambiar la maquinaria celular (desde moléculas de adhesion
hasta factores de transcripcidon) y facilitar la activaciéon en encuentros
posteriores con el antigeno. Sin considerar la intervencién del antigeno,
podemos observar que determinados elementos exégenos (p.e. la insercion
de promotores virales) cerca de moléculas clave como la tirosina-quinasa
p56'* (Voronova ySefton, 1986), pueden alterar profundamente las carac-
teristicas de activacion delos linfocitos T.

En otras ocasiones se pueden observar sindromes linfoproliferativos
y autoinmunitarios asociados a la disfuncién de genes reguladores de la
muerte celular, como es ¢l caso de los genes de Fas (ratones MRL-Ipr/ipr)
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(Watanabe-Fukunaga y cols., 1992), y su ligando (FasL, ratones gl/d)
(Takahashi y cols., 1994), o de la limitacién de las sefiales co-estimu-
ladoras (ratones deficientes para el gen de CTLA-4) (Waterhouse y cols.,
1995).

Los timocitos TcR®, CD4'CD8" (doble positivos, DP) que sufren
los procesos selectivos tienen unos mecanismos de sefiales intracelulares
del TcR peculiares, que se van conociendo poco a poco (revisados en
(Rothenberg, 1994; Jameson y cols., 1995), Tabla II). En primer lugar, y
como hemos visto anteriormente, los timocitos son mucho mas sensibles
que los linfocitos T periféricos a los ligandos del receptor, tanto en
términos cuantitativos como cualitativos.

TABLA 11
Algunas carateristicas de la activacidn funcional en timocitos doble positivos (DP), en
linfocitos T maduros, y en una linea de linfocitos T (SR.D10} con propiedades
autorreactivas

Timocitos  Linfocitos TCélulas
Caracterfstica® DP maduros SR.D10
Umbral de activacién por antigeno Bajo Alto Bajo -
Activacién por MHC:péptido propio Si No Si
(dependiente de CD4 — CD8)
Requieren co-estimulacién por CD28 No Si No
Requieren Tirosin-quinasas &No? Si Si
Respuesta a activadores de PKC Si No Si
Respuesta a activadores de PKC + Si St Si

tonéforos de Ca™

" La respuesta se mide como seleccion positiva o negativa en el caso de timocitos, y como
proliferacion en cultivo en el caso de linfocitos T maduros y de SR.D10.

Hemos mencionado anteriormente que, hasta cierto punto, estd
en tela de juicio el papel de las tirosina-quinasas en las sefiales del TcR
durante la seleccion timica. En linfocitos maduros, el ligamiento del TcR
induce la rotura fosfolipidos de inositol {generando inositol 1,4,5 tri-
fosfato y diacylglicerol) de modo dependiente de tirosina quinasas (June
y cols., 1990; Mustelin y cols., 1990). Se ha observado, sin embargo, que
en timocitos DP la seleccion negativa en respuesta antigenos depende de
la rotura de fosfolipidos (Vasquez y cols., 1994) pero no de la actividad
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de tirosina quinasas (Nakayama yLoh, 1992). En vista de estos datos,
Vasquez y cols. sugieren la posibilidad de un mecanismo diferente de lisis
de fosfolipidos de inositol en timocitos y en linfocitos T maduros. Mas
aun, observan que mediadores que activan la proteina-quinasa C son
suficientes para la delecién, mientras que células T més maduras necesitan
adicionalmente incrementos de Ca™ intracelular para proliferar (Vasquez
y cols., 1994).

Los resultados obtenidos en ratones "knockout" para CD28 o
empleando ligandos que bloquean la interaccion B7-CD28 muestran que
el desarrolio y la seleccion timica no precisa de segundas sefiales a través
de estas vias, como ocurre en linfocitos T maduros (Jones y cols., 1993;
Shahinian y cols., 1993).

En nuestro laboratorio hemos detectado recientmente una variante
clonal autorreactiva (SR.D10) que ha surgido de una linea T CD4" no
autorreactiva (Ojeda y cols., 1995). La especificidad y las regiones
variables del TcR de esta linea no han cambiado, pero si ha sufrido
cambios en los mecanismos de activacién que hacen sospechar que ha
sufrido lo que hemos denominado "vuelta atras", con un claro paralelismo
con ciertas caracteristicas propias de los linfocitos T inmaduros ((Diez-
Orejas y cols., 1994; Feito y cols., 1995; Ojeda y cols., 1995), Tabla II).
En primer lugar, la reactividad de estas células frente a células singeneicas
es dependiente del TcR, del correceptor CD4, y de las moléculas de MHC
de clase II de las células activadoras. Esta auto-reactividad va acompafiada
de una sensible disminucion del umbral de activacién de las células por
antigeno. Igual que ocurre en los timocitos, la activacion de proteina-
quinasa C es suficiente para dar una sefial funcionalmente significativa en
SR.D10. Ademas, la activacién de SR.D10 por antigeno u otros ligandos
del TcR es independiente en gran medida de sefiales co-estimuladoras: Asi,
puede ser activada eficientemente por antigeno presentado por células
fijadas (Ojeda y cols., 1995), y no se observa un efecto co-estimulador
claro de los anticuerpos anti-CD28 (J.M. Rojo y cols., resultados no
publicados). Por otro lado, SR.D10 ha perdido la dependencia de IL-1
como co-estimuladora en la activacion por anticuerpos, que poseia la linea
original (Ojeda y cols., 1995). En el mismo sentido, recientemente hemos
observado que anticuerpos anti-TcR solubles producen un patron de

103



JOSE MARIA ROJO

fosforilacion temprana de tirosinas muy limitado en SR.D10. A pesar de
ello, estas sefiales alteradas o incompletas son suficientes para inducir
secrecién de linfoquinas y proliferacion en esta linea (Feito y cols., 1995).
A este conjunto de alteraciones se unen incrementos en la expresidon de
ciertas moléculas de superficie implicadas en la adhesion intercelular
(LFA-1, ICAM-1), y en la respuesta a factores de crecimiento (receptores
de IL-2 e II.-4), que pueden favorecer tanto un bajo umbral de activacion
por antigeno como la independencia de segundas sefiales co-estimuladoras
(Gjeda y cols., 1995). Lo mismo cabe decir de los cambios en las
isoformas de CD45 que expresa esta linea, dada su profunda influencia en
la acivacién eficiente por antigeno y por otros ligandos del TcR (Novak
y cols., 1994). En conjunto, parece que la maquinaria de transmisién de
sefiales intracelulares, desde las inmediatas al TcR hasta los factores de
transcripcién nucleares, ha sufrido en estas céulas un "cambio de
programa" orientado a favorecer y facilitar la activacion, en linea con los
puntos propuestos anteriormente, y con un claro paralelismo hacia lo que
ocurre en los timocitos (Rothenberg, 1994).

11. RECAPITULACION.

El riesgo de autoagresion por parte de los linfocitos T se deriva,
por una parte, de los mecanismos de variabilidad del receptor para
antigeno, y ,por otra, de la afinidad hacia componentes propios que supone
la seleccion positiva. Este riesgo se conjura mediante distintas estrategias
desplegadas en el desarrollo ontogénico en el timo y en el reconocimiento
de antigenos por linfocitos T maduros con el fin de mantener la tolerancia
hacia los componentes propios. De ordinario, estas estrategias son
suficientes para evitar la autoagresién incluso en condiciones adversas, de
existencia de abundantes linfocitos T maduros con afinidad alta hacia
componentes propios. En esta revision hemos querido mostrar cémo el
equilibrio, a la vez fuerte y delicado que mantiene la tolerancia, puede
romperse por la acumulacién de factores de origen endégeno (dotacion
genética, mutaciones somaticas) y exdgeno (p.e. procesos infecciosos)
capaces de alterarlo en alguno o algunos de sus mecanismos. Tanto
"errores” del Sistema como el funcionamiento normal del mismo pueden
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contribuir a la autoagresion.
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1.- INTRODUCCION

Los diferentes tipos celulares que conforman el sistema inmunolo-
gico s¢ comunican entre si a través de contactos fisicos célula-célula
constituyendo una verdadera "sinapsis inmunoldgica". Estas interacciones
son posibles gracias a la presencia en la superficie celular de receptores y
moléculas de adhesidén que se anclan especifica y complementariamente.
Ademas, las células pueden comunicarse a través de mediadores solubles
de naturaleza polipeptidica denominados genéricamente citoquinas. En un
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principio estos mediadores fueron denominados /infoquinas ya que este
término se referfa Unicamente a los polipéptidos liberados por los
linfocitos, y debido a que su funcién se ejercia entre estas células,
recibieron también el nombre de interleuguinas. Sin embargo, hoy
sabemos que existen otros tipos celulares que no son linfocitos y que
también liberan al medio dichos mediadores, por lo que el término mas
adecuado para catalogar a todos ellos es el de citogquinas.

Estas moléculas que participan de manera activa en el sistema
inmunolégico no solamente producen una amplificacion de la respuesta
inmune, llevada a cabo por las llamadas citoquinas inmunopotenciadoras,
sino que también pueden ejercer una marcada inmunosupresion (citoquinas

Tabla 1
Principales citoguinas inmunopotenciadoras e inmunosupresoras

INMUNOPOTENCIADORAS INMUNOSUPRESORAS
-1 L4

IL-2 IL-10

-6 IL-13

iL-8 TGF-8

TNF-&

TNF-8

IFN-7Y

inmunosupresoras) {tabla 1). La respuesta 1ltima que las citoquinas desen-
cadenan depende de gran nimero de factores, como pueden ser el tipo
celular sobre el que actiian, las condiciones de crecimiento del medio, el
estado de diferenciacion celular, etc, lo que ocasiona, por lo tanto, que
citoquinas inmunopotenciadoras puedan desarrollar acciones propias de las
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citoquinas iInmunosupresoras y viceversa. Ademas, estas moléculas pueden
llevar a cabo diferentes actividades biolégicas en diferentes células,
fenédmeno conocido como pleiotropia y a su vez, diferentes citoquinas
pueden ejercer funciones similares sobre un mismo tipo celular (redun-
dancia).

El mecanismo por el cual se origina una pérdida de la tolerancia
y se produce un ataque del sistema inmunolégico contra el propio
organismo sigue siendo un enigma. Sin embargo, las citoquinas parecen
jugar un papel muy importante en los procesos autoinmunes tanto en las
fases iniciales como, especialmente, en los estadios mas avanzados de la
enfermedad. Debido a ello, se estan llevando a cabo un gran nimero de
investigaciones para elucidar el papel que juega cada una de las citoquinas
en el desarrollo y evolucion de las diversas enfermedades autoinmunes.
Basadas en estos estudios se estdn desarrollando numerosas terapias
experimentales, tanto en modelos animales como en humanos, tendentes
a modular la produccion y los efectos patologicos de estas importantes
moléculas.

2.- CARACTERISTICAS DE LAS CITOQUINAS

Las citoquinas representan un grupo muy amplio de moléculas con
secuencia aminoacidica y estructura tridimensional variada, aunque
presentan algunas caracteristicas comunes . Todas ellas tienen bajo peso
molecular, generalmente entre 15-25 kD y estan compuestas por 120-180
aminoacidos. La glicosilacién no parece ser esencial para su actividad
biologica, aunque confiere mayor estabilidad y solubilidad a la molécula.
Actuan a muy bajas concentraciones, del orden de picogramos, debido
posiblemente, a la presencia en la superficie celular de receptores de alta
afinidad (kd= 10°-10"" (1).

Las citoquinas se agrupan en familias atendiendo a las células que
las producen y sobre todo, atendiendo a ciertas caracteristicas comunes,
como su origen celular, su estructura genomica o su naturaleza bioquimica.
Asi, la familia de la interleuquina 4 (IL-4), que comprende 1a IL-4, la IL-
3, la IL-5, la IL-13 y el factor estimulador de colonias granulocito-
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macrofago (granulocyte macrophage colony stimulating factor, GM-CSF)
presenta la caracteristica comun de poseer una estructura terciaria formada
por cuatro hélices, de las cuales la primera y la segunda son paralelas
entre si y a su vez antiparalelas a las dos restantes (2). En cuanto a los
genes que codifican estas citoquinas se encuentran fisicamente préximos,
situados en el brazo largo del cromosoma 5 (5q 23-31), lo que implica que
en muchas ocasiones la regulaciéon de uno de estos genes afecte o
modifique la de genes préximos (3). En algunas ocasiones, las citoquinas
desencadenan funciones muy similares sobre las células diana, como es ¢l
caso de la IL-4 y la IL-13. Ambas citoquinas aumentan la proliferacion de
linfocitos B y de ciertos clones de linfocitos T, favorecen la expresion de
moléculas de clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (major
histocompatibility complex, MHC) en monocitos y linfocitos B, e inhiben
la produccidon de linfoquinas por parte de los macréfagos. De forma
similar la I1.-3, la IL-5 y el GM-CSF tienen un efecto comin sobre células
precursoras del sistema hematopoyético favoreciendo su proliferacion (4).

Las citoquinas, para ejercer su funcidon bioldgica, adquieren
diferentes estructuras cuaternarias. La IL-2, la IL-3 y la [L-4 se presentan
como mondmeros, mientras que la IL-5 o el factor de crecimiento
transformante (transforming growth factor, TGF) lo hacen en forma de
homodimeros asociados no covalentemente. En el caso de la IL-12, se
produce la formacién de un heterodimero formado por dos unidades de 35
y 40 kD asociadas no covalentemente. El factor de necrosis tumoral
(tumor necrosis factor, TNF), por su parte, adquiere una estructura final
de triimero (5).

3.- PRODUCCION DE CITOQUINAS

3.1.  Mecanismos moleculares implicados en la sintesis de citoquinas
y su regulacion

Las citoquinas no son producidas de forma constitutiva sino que
suelen sintetizarse de forma transitoria o inducible, debido a una ac-
tivacidn antigénica, a la presencia de endotoxinas, de activadores
especificos o de activadores no especificos denominados genéricamente
mitogenos. La sintesis de cada citoquina estd estrictamente regulada,
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Tabla 2

Papel de las citoquinas mejor estudiadas

CELULA DIANA

ACCIDNES

CITOQUINA CELULA PRODUCTORA
-1 Monacilos olra CPA, céiulas somdticas
-2 Lintocitoa T, NK
L3 Linfocitos T

k-4 Linfocitos T

1I-5 Linfogitos T

-8 Linteaitos T, TPA, cdiulas somdticas
iL-8 Macrélagos, células somitices
iL-10 Lintocites T, B. macritagos

-2 Lintocitos T. CPA

1FNeny Linfocitos T, NK

TNF-at Lintezitos T, B, macrdtagos

TGF-B Linfocilos T, macgi6fagos,

Piaquetas. células somaticas

CPA: Célula presentadora de antigeno

Linfocitos T, B, nautrdlilos, Wmocilos
Linfocitas T, B, monositos

Célrlas progenitoras

Lintocitns T, B

Lintocitos B, eosindtilos

Linfocitos T, B,

hepatocitos. timociles

Linfocites T, granulooitos
Linfocitos T, B

Uricitos T, B

Linfeciios ¥, monasiloes,

células histicas

Fibroblastos, clulas endoteliates

Linfocitos, macraiagos

CPA, fibroblastos

Inmenott sgulacion.inflamacién, Hebre

Proliferacldn, inflamagion
Pioliteracion
Proliferacion, diferenciacion
Diferenciacion
Diferenciacion. &Intesiy
proteinas de fase aguda
Quimiotaxis, dilerenciaciin
Inmunarregulacion
Proliteracidn, dilerenciazldn
Inmunoryeguiacisn,
aciones antiviricas
Inmunorregulacion,
inflamacidn,catabolismo
Cuimiolaxin

inmunorregulacion
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variando su produccion segun el tipo de célula productora y el estimulo
de activacion. Sin embargo, un mismo tipo celular puede secretar mas de
una citoquina como respuesta a diferentes estimulos. En la tabla 2 se
indican las distintas citoquinas, sus principales células productoras y los
efectos biolégicos mas relevantes de cada una de ellas.

La expresion de citoquinas derivadas del linfocito T se regula por
la transduccion de sefiales que se inician cuando su receptor de superficie,
(T cell receptor, TCR) reconoce un antigeno en conjuncion con moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad presentes en la célula
presentadora del antigeno. Es necesario ademas, una interaccion entre otras
moléculas de superficie presentes tanto en el linfocito T como en la célula
presentadora de antigeno para que se produzca una correcta estimulacion
del linfocito T y asi se desencadene la produccién de citoquinas.
Posiblemente la interaccion mejor caracterizada es la que ocurre entre las
moléculas CD28 ¢en el linfocito T v las moléculas B7 en la célula presen-
tadora. Posteriormente tiene lugar la fosforilacién de gran ntmero de
proteinas en sus residuos tirosina, proceso que es llevado a cabo por
quinasas de tirosina y la activacion de fosfolipasas como la fosfolipasa C.
La fosforilacién de proteinas citoplasmaticas y de factores de transcripcidn
originan, como veremos posteriormente, un aumento en la tasa de
transcripcion de los genes de citoquinas. La fosfolipasa C, por su parte,
hidroliza lipidos de inositol dando lugar a diacilglicerol y trifosfato de
inositol, los cuales a su vez aumentan la concentracion citoplasmica de
segundos mensajeros como la proteina quinasa C y calcio, respec-
tivamente. En la regulacion de la produccién de IL-2, cuyo promotor es
el mas conocido, la activacion de estos segundos mensajeros conduce a la
induccidn de gran numero de factores de transcripcién que interaccionan
especificamente con los diferentes elementos de respuesta presentes en el
ADN (NF-xB, AP-1, OCT-1, NF-AT, CD28RE). El resultado inmediato
es un aumento en la tasa de transcripcion del gen de la IL-2 (fig. 1) (6).

La produccién de citoquinas tiene lugar durante un corto periodo
de tiempo, estando sometida a una estricta regulacién tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional. Este estricto control se debe a
que siendo estas moléculas extremadamente potentes y capaces de actuar
en concentraciones de picogramos, una superproduccién podria causar
graves dafios. Muchas de las citoquinas presentan en la region 3° no
traducida de sus RNAm secuencias ricas en AU que facilitan su rapida de-
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gradacidn, evitando, por tanto, una produccidn exagerada perjudicial para
¢l organismo.

Las funciones biolégicas de las citoquinas estan también reguladas
por la existencia in vive de inhibidores que pueden operar a través de tres
modos distintos. Algunos de estos inhibidores se unen a los receptores de
citoquinas perc no activan la transduccién de sefiales, por lo que actian
como antagonistas. Asi, el antagonmista del receptor de la IL-1 (IL-1
receptor antagonist, IL-1RA) compite con ella por su receptor (7). Se han
descrito receptores solubles, originados por "splicing alternativo", para la
IL-2, la IL-6, la IL-7 y el TNF uniéndose a sus ligandos especificos en el
espacio extracelular e impidiendo, de esta manera, su unién al receptor de
membrana. Ademas del papel inhibidor, estos receptores solubles podrian
actuar como transportadores de las citoquinas y desempefiar otras
funciones ain no determinadas (8). Otros mediadores solubles, que actian
sobre otro tipo de receptores celulares, pueden ejercer un efecto opuesto
al que ejerce la citoquina cuando se une a su receptor (fig 2).

Antigeng —— TCR
] —  _PIP2 @ l
/ e \
% Protein tirosin

| REndoplasmico quinasa (PTK)

1 Calcio
Fosforilacidn proteinas l - /

calcio-calcineurina 2
(ras,raf-1,rsk,erk ?

sromtor Factores de transcripcion Transcripcion

NE-AT  OCT1 NF-kB  AP-1 CD28  NFAT OCT4

Fig 1.- Sefiales de transduccion originadas tras la activacion del linfocito T y que conducen
a la expresién de citoguinas. PIP2: Fosfoinositol difosfato; IP3: Trifosfate de inositol. DAG:
Diacilglicerol; PTK: protein tyrosin kinase; TCR: Receptor linfocito T; NF-AT ,NF-kB, AP-
1, OCT-1, CD28: sities de unidn de los factores de transcripcién al ADN en el promotor de
la IL-2
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Una vez liberadas las citoquinas al medio extracelular, estas pueden
gjercer su accidn sobre las células mas proximas a la célula productora
{mecanismo paracrino), pero también pueden tener un efecto sobre la
propia célula secretora (mecanismo autocrino). En algunos casos las
citoquinas pueden actuar en organos diana alejados de la célula productora
a modo de como actia el sistema endocrino y sus hormonas. Asi, la IL-1,
la IL-6 v el TNF que son producidas localmente en el lugar de la
inflamacién, emigran y alcanzan el higado donde inducen la sintesis de
proteinas de fase aguda, o llegan al sistema nervioso central induciendo la
generacion de un proceso febril. Para alcanzar dichos lugares diana,
alejados de la célula productora, las citoquinas se valen de transportadores
solubles presentes en el suero, como la beia-2-macroglobulina, o también
de receptores solubles especificos para ciertas citoquinas.

1.-DD é
s P~y o

citoquina

> D

citoquina receptor soluble

>

. . L
citoguina
citoquing con efects opuesto

Fig 2.- Diversos modos de accidn de los inhibidores sobre la funcion de las citoquinas: 1)
antagonista que se une al receptor pero no desencadena fa funcién propia de la citoquina; 2)
receptor soluble que secuestra a la citoguina; 3) citoquina que ejerce un efecto opuesto.
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3.2- Dicotomia Thl / Th2

Algunas citoguinas como la IL-1, la IL-6, el TGF-f son producidas
virtualmente por todos los tipos celulares, mientras que otras, sin embargo,
son s6lo producidas por un nimero restringido de células, como la IL-2,
la IL-3, la IL-4, la IL-5 y el IFN-y. Incluso dentro de una misma estirpe
celular pueden existir diferentes subpoblaciones caracterizadas por el
patrén de citoquinas que producen (9). Este es el caso de los linfocitos T
helper CD4+ (Th-CD4+) que se han clasificado en Thl, secretores
principalmente de citoquinas proinflamatorias como la IL-2, el IFN-y, el
TNF-a y el TNFB, v Th2 secretores de citoquinas con propiedades
inmunosupresoras como la IL-4, la IL-5, la IL-10 y la IL-13.

Estos subtipos de linfocitos Th se originan de la diferenciacion de
clones precursores denominados Th0, productores de citoquinas de forma
no restringida (10) (figura 3). Una caracteristica importante que poseen

Thp

IL-2, 1L-3, IFN-7Y
TNF-O, TNF-&

IL-3, iL-4, IL-5,
IL-10,)L-13

Fig. 3.- Produccién de citoquinas proinflamatorias e inmunosupresoras por los
diferentes clones de linfocitos helper CD4+.

ambos tipos celulares es su habilidad para regularse mutuamente (11). Asi,
el IFN-y inhibe la proliferacién de las células Th2, mientras que la IL-10
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inhibe la produccion de ciertas citoquinas por las células de Thl (fig. 4).
Pero ademas, las citoquinas producidas por una subpoblaciéon pueden
modificar el efecto o mecanismo de accidn de las citoquinas producidas
por la otra subpoblacién, como es el caso del efecto inhibitorio del IFN-y
sobre la induccidn de la activacion de linfocitos B por fa IL-4, mientras
que la IL-4 potencia la proliferacion inducida por la IL-2 en linfocitos T
y B.

La distinta capacidad en la produccion de citoquinas hace que tanto
las células Thl como las Th2 ejerzan también funciones efectoras diferen-
tes y que, por lo tanto, se vean involucradas en procesos inmunopatold-
gicos distintos. Las células Th2 participan preferentemente en la respuesta
humoral, en reacciones frente a parasitos y en procesos alérgicos, mientras
que las Thl lo hacen en procesos de hipersensibilidad retardada y en
reacciones inflamatorias (12).

Thi

inhibicién

F
IL-4, IL-5
activacion

= 5O @

eosindfilos
macrd
acrofago células B
mastocitos

Fig 4.- Interaccicn entre las diferentes citoquinas secretadas por Thl y Th2 y
diferentes tipos celulares.
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4.- RECEPTORES DE CITOQUINAS

Para que las citoquinas puedan ejercer su efecto biologico es
necesario que se unan a receptores expresados en la superficie de las
células diana. Estas moléculas se expresan en bajo nimero en la superficie
celular, del orden de 100 a 1000 por célula. La mayoria de los receptores
de citoquinas son complejos proteicos compuestos por una cadena especi-
fica de unidn al ligando y una cadena comin a varios receptores que es
esencial para la transduccion de sefiales. Los receptores para la IL-1, la
IL-4 y la IL-6 se expresan en varios tipos celulares y de forma constituti-
va, mientras que otros, como los receptores de la IL-2 y de la IL-5, se
expresan de forma mas restringida. En el caso del receptor para la IL-2 se
requiere de una activacion celular para que se produzca su expresion.

La clonacién de muchos de estos receptores ha permitido clasificar-
los en tres familias segin su estructura: la del receptor del factor de
necrosis tumoral (13), la del supergen de inmunoglubulinas (14) y la del
receptor del factor de crecimiento hematopoyético (15). Todos estos recep-
tores son proteinas de membrana glicosiladas con un unico dominio
transmembranal que separa la region extracitoplasmatica, de union con la
citoquina, de la regidn citoplasmica. Una excepcion es el receptor de la
IL-8 que contiene 7 dominios transmembranales, caracteristica que
también presentan los receptores asociados a proteinas G.

La mayoria de los receptores de citoquinas quedan englobados en
la familia del factor de crecimiento hematopoyético, por lo que también
se denomina superfamilia de los receptores de citoquinas. Los receptores
de esta familia no poseen dominios citoplasmaticos con actividad catalitica
y se dividen, segun su homologia estructural, en dos clases relacionadas
evolutivamente. La clase 1 esta compuesta fundamentalmente por un gran
nimero de receptores para citoquinas mientras que en la clase 2 se
incluyen los receptores para interferones. Dentro de la clase | se engloban
los siguientes receptores: 1L-2R (B y y), IL-3R, IL-4R, IL-5R, IL-7R, IL-
9R, IL-11R, IL-12R, IL-15R, GM-CSFR y los receptores del factor
inhibidor de la leucemia (leukemia inhibitory factor receptor, LIFR), de
la eritropoyetina (erytopoyetin receptor, EPOR), de la oncostatina M
(oncostatin M, OMR) y de la trombopoyetina (thrombopoietin receptor,
TPOR). Los receptores de estas citoquinas se caracterizan por una region
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de homologia de aproximadamente 200 aminoacidos en el dominio
extracitoplasmatico. En concreto, presenta dos pares de cisteinas, conser-
vadas en la regién amino terminal y una secuencia Tryp-Ser-X-Tryp-Ser
(WSXWS, donde X es un aminodcido no conservado) en la posicion
carboxiterminal. Estructuralmente esta regidén estd compuesta por dos
modulos de fibronectina {1l (16). Estos médulos tienen un tamafio de 100
aminodcidos, consistentes en 7 cadenas § colocadas antiparalelamente,
formando una estructura de barril y conectadas por una regidn bisagra en
la que se encuentra el motivo WSXWS (17). Un estudio cristalografico del
receptor de la hormona del crecimiento revelo que la region de contacto
entre el receptor y el ligando reside en esta regidn bisagra. Por otra parte,
los ligandos de estos receptores tienen una estructura comun de 4 helices
o interconectadas por lazos peptidicos (18).

Dentro de la clase 2 de receptores de la superfamilia de los
receptores de citoquinas se incluyen los receptores para los interferones
(receptor de tipo I para el IFN-a y B v receptor de tipo II para el IFN-y),
¢l factor tisular (tissue factor, TF) que es un receptor de membrana para
la proteasa del factor VII de coagulacién y, posiblemente, el receptor de
la IL-10 ya que presenta una elevada homologia estructural con estos
receptores (19).

4.1- Mecanismos de transduccion de sefiales

Las cadenas que componen los receptores de citoquinas no
presentan motivos con actividad tirosina quinasa en su parte citoplamatica.
Se han identificado recientemente las quinasas de la familia Janus (Janus
Kinase, JAK) y los factores de transcripcién STAT (signal transducer
activators of transcription) que intervienen de forma especifica en la
sefializacion de las citoquinas.

El primer paso en la sefializacion, tras la unién de la correspon-
diente citoquina, es la homodimerizacion de sus receptores (union de dos
cadenas especificas del receptor) o heterodimerizacién (unién de la cadena
especifica con otra comin a varios receptores). A continuacion, el receptor
se asocia con una quinasa JAK activandola, esta fosforila los residuos de
tirosina del propio receptor y de los STAT, que a su vez se dimerizan y
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se translocan al ntcleo donde se unen al ADN en los elementos de
respuesta a citoquinas. Posteriormente, una vez que el receptor ha sido
fosforilado, se produce también la activacién de moléculas adaptadoras,
principalmente She y Grb2, que intervienen en el paso de Ras-GDP(inac-
tivo) a Ras-GTP (activo). Una vez activado, se une a una treonina/serina
quinasa, Raf-1, que activa la cascada de quinasas de proteinas activadas
por mitégenos (mitogen activated protein kinases, MAPKs). Finalmente
las MAPKs activadas se translocan al nucleo donde fosforilan otros
factores de transcripcion, los cuales, junto con los dimeros de los STATS,
modulan Ja transcripcidn de los genes respondedores (fig 5).

citoquina

Promotor

Fig 5.- Esquema general de la sefializacion por los receptores de citoguinas.

La dimerizacion del receptor inducida por su unién con el ligando provoca la fesforilacion
y activacion de las JAKs. Estas quinasas fosforilan y activan los Stats que, a continuacidn,
se dimerizan translocéndose al nicleo donde se unen a elementos del ADN respondedores de
citoquinas afectando a la transcripcién. Por otra parte, la fosforilacion del receptor, producida
probablemente por JAKs, induce su asociacidn con moleculas adaptadoras de la via de Ras-
GTP, de la quinasa Raf-1 y de la cascada de quinasas de proteinas activadas per mitdgenos
(MAPKSs) produciéndose en Gltimo término la activacién de factores de transcripcion (FT).
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El hecho de que algunos receptores compartan una misma cadena
para la transduccidn de sefiales y que la unidén del ligando con el receptor
active los mismos factores de transcripcion puede explicar la redundancia
y el pleiotropismo funcional de algunas citoquinas.

5.- MEDICION DE LOS NIVELES DE CITOQUINAS

La medicion de los niveles de expresion de los genes de citoquinas
y su cuantificacion en los distintos fluidos corporales y tejidos es esencial
para conocer ¢! papel patogénico de estas moléculas en los diferentes
procesos autoinmunes. Si a €sto afiadimos que muchas enfermedades
susceptibles de un tratamiento inmunoterapico se pueden servir de la
llamada "terapia anticitoquina”, obliga al empleo de métodos de medicion
sensibles y reproducibles, que permitan su valoracion en los diferentes
ensayos clinicos (20).

A la hora de efectuar la medicién de estos mediadores biolégicos
Deben tenerse en cuenta varias consideraciones. En primer lugar se pueden
medir los niveles proteicos en los fluidos corporales , suero, liquido
cefalorraquideo, liquido sinovial, etc o la expresion en las células de los
organos diana, siempre que éstas sean accesibles. En algunas ocasiones no
existe una buena correlacion entre los niveles de citoquinas en los fluidos
biolégicos y los sintomas clinicos de la enfermedad lo cual puede deberse
a la produccion local de citoquinas en los 6rganos afectados (21). En
enfermedades autoinmunes del tiroides se han detectado por inmunohisto-
quimica e hibridacién in sifu, niveles elevados de ARNm de I[L-1, [L-2,
IL-6, TNF-a e IFN-y. Recientemente se ha demostrado que células
epiteliales del tiroides pueden sintetizar citoquinas durante e! proceso
autoinmune, lo que pone de manifiesto la importancia de la produccion
local de las citoquinas (22,23).

La expresion de citoquinas y su correspondiente medicidén puede
hacerse a varios niveles:

- A nivel de ARN mensajero. Muchas citoquinas son expresadas a
niveles tan bajos que la deteccion protéica de la misma resulta en
ocasiones dificil, por lo que se han desarrollado potentes métodos de
deteccion de los niveles de expresion de los diferentes genes que se estan
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transcribiendo en la célula. El método més comunmente usado es el
Northern blot. Una vez extraido el ARN, se separa mediante una electrofo-
resis en gel de agarosa y, posteriormente, se transfiere a un soporte sélido
como puede ser una membrana de nylon donde son detectados mediante
sondas radiactivas especificas los distintos transcritos de ARNm.

El hecho de que las citoquinas se produzcan a niveles muy bajos
o que el numero de células disponibles para estudiar su expresion sea muy
pequefio, obliga en ocasiones a la utilizacion de técnicas mas sensibles,
como ¢s la de transcripcion reversa seguida de la reaccion en cadena de
la polimerasa (reverse transcriptase - polimerase chain reaction, RT-PCR).
En esta técnica se debe sintetizar ADN complementario a partir de ARN,
proceso que se lieva a cabo mediante un enzima con actividad retrotrans-
criptasa. Posteriormente, dos oligonucleétidos que actiian de cebadores
para la accidn de un enzima con actividad polimerasa se anclan a ambos
lados de la secuencia de ADN que se va a amplificar. El enzima extiende
ahora la secuencia, flanqueada por los cebadores, utilizando como molde
el ADN complementario. Este proceso se puede repetir gran nimero de
veces con lo que se consigue amplificar y detectar la expresion de la
citoquina en estudio, aunque ésta se encuentre a niveles bajos dificiles de
determinar por métodos menos sensibles.

La hibridacion in situ ofrece ciertas ventajas respecto a los dos
métodos anteriores. Como su nombre indica, la hibridacion se realiza sobre
las mismas células productoras de los transcritos que se desea estudiar.
Este método evita asi el aislamiento del ARN, al tiempo que proporciona
informacion sobre las células productoras o la distribucion y frecuencia de
éstas en el tejido en estudio.

- A nivel de proteina. El método mas cominmente usado es el
ensayo ELISA (enzyme linked immunoassay). En este ensayo un anticuer-
po monoclonal frente a la citoquina en estudio, se fija a un soporte solido.
Una vez que hayan interaccionado especificamente el anticuerpo monoclo-
nal con la citoquina, se afiade un segundo anticuerpo marcado enzimati-
camente. Esta enzima cataliza ahora una reaccién en la cual su sustrato
genera un producto que da un color cuya intensidad es facilmente medible
espectrofotométricamente. Valores de espectrofotometria altos se
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corresponden con mayores concentraciones de la citoquina en el fluido en
estudio. Una variante de este ensayo lo constituye el llamado ELISPOT,
que permite conocer la frecuencia de células sintetizadoras de una
determinada citoquina. El fundamento del ensayo es similar al ELISA
salvo que en este caso se lleva a cabo haciendo crecer las células en
pocillos donde previamente se ha fijado un anticuerpo frente a la
citoquina. Después de una corta incubacién de las células en presencia de
mitogenos, la citoquina liberada es "atrapada" por el anticuerpo. El
revelado posterior se hace como en el ensayo ELISA, dando lugar a una
reaccion colorimétrica proporcional al nimero de células productoras de
la citoquina.

Sin embargo, el hecho de que se detecte una citoquina en un fluido
corporal o en un tejido, no significa que necesariamente sea una proteina
inmunolégicamente activa. Para ello se deben realizar ensayos biolégicos
o bioensayos, que detectan la actividad funcional de las citoquinas sobre
lineas celulares respondedoras especificamente a ciertas citoquinas. Dichas
lineas responden mediante procesos de proliferacion, citoxicidad o
produccion de inmunoglobulinas facilmente medibles en el laboratorio y
que nos informan sobre la capacidad funcional de la citoquina en estudio.

A lIa hora de interpretar los resultados obtenidos se deben tener en
cuenta los siguientes aspectos. La presencia de altos niveles de expresion
de ARN no siempre se correlacionan con altos niveles de proteina, ya que
exiten complejos mecanismos postranscripcionales que gobiernan la tasa
de la produccion proteica. Asf, en pacientes con esclerosis multiple se
detecté mediante hibridacion in situ, gran nimero de células que expresa-
ban ARNm de IL-4 e IFN-y, mientras que no se constataron niveles eleva-
dos de estas citoquinas a nivel de proteina. Asi mismo, niveles detectables
de proteina, no siempre se traducen en niveles altos de proteina biologica-
mente activa. La presencia en el suero de proteasas que degradan las
citoquinas hace que muchas veces, las mediciones obtenidas por ELISA
no se correspondan con la presencia de proteinas activas detectada en los
ensayos biologicos. El almacenaje, pues, de los sueros y demas fluidos
debera hacerse en presencia de inhibidores de estas proteasas.

La presencia de receptores solubles u otras proteinas transpor-
tadoras, que hemos venido comentando, también puede alterar los
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resultados en las mediciones proteicas, ya que, en estos casos, la no
deteccién de las citoquinas, no significa que no se produzcan, sino que su
"secuestro” por parte de estas moléculas impide su deteccién por los
métodos antes mencionados.

Debido a los numerosos problemas expuestos, relacionados con la
cuantificacion de ias citoquinas, creemos conveniente su determinacion por
mas de una técnica, combinando, cuando sea posible, métodos inmuno-
l6gicos con técnicas funcionales. Es necesario ademas, avanzar mas en la
estandarizacion y reproducibilidad de los métodos, dada la importancia que
tiene, para el estudio clinico-evolutivo de ciertas enfermedades la
determinacidn precisa de los niveles de citoquinas, como es el caso de la
esclerosis multiple donde parece que aumentos de TNF-a preceden a
periodos de recaidas, a los que pueden seguir periodos de remision del
brote que se correlacionan con incrementos en la sintesis de citoquinas
imnunosupresoras como la IL-10 o el TGF-B (24,25).

6.- CITOQUINAS Y AUTOINMUNIDAD

Son varios los mecanismos que conducen al proceso autoinmune
en el cual las citoquinas estan involucradas: incremento en la expresion de
moléculas de clase I del MHC, expresién "aberrante" o ectdpica de
moléculas de clase II del MHC, regulacion de la sintesis de moléculas de
adhesion, proliferacion y mantenimiento de células autorreactivas, etc. Las
citoquinas son ademas responsables de muchas manifestaciones clinicas
que aunque no son exclusivas de las enfermedades autoinmunes, son una
clara sintomatologia acompafiante de estos procesos. Sintomas como
fiebre, mialgias, artralgias, letargia, etc, suelen ser efectos secundarios
tipicos que se producen tras la administracién de IFN-o (26). La
asociacion entre autoinmunidad y terapia con citoquinas estd bien
establecida. Cuando se trataron con IFN-a pacientes con hepatitis cronica
0 cancer, era frecuente encontrar enfermedades autoinmunes del tiroides
(hipertiroidismo o hipotiroidismo) (27,28). En la tabla 3 se enumeran
diversos efectos adversos autoinmunes en relacion con la terapia con [FN-
a e IL-2 que pueden exacebar un cuadro clinico autoinmune preexistente
o inducir transitoriamente la aparicién del mismo (29-46).
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Tabla 3
efectos adversos relacionados con la administracion de IFN-ae IL-2

citoquina  etecto autcinmune relacionado ref

IFN- & Enfarmedad autoinmune del tiroides 29,30
Lupus eritematoso sistémico 28,31
Artropatias poliarticualres 32,33
Vasculitls (cutanea y digital ) 29,34
Crioglubulinemia y fenémano do Raynaud 35
Anemia auleinmune hemolitica 36
Trombocitopenia inmune 37,38
Anemia aplastica 39
Anemia perniciosa 29
Hepatitis crénica autoinmune 28
Inmunaonedritis 40
Anticuerpos Irente a tiroglobulina,
antigeno tiroideo microsomal, ADN,
antigenos nucleares,células epiteliales,
células parieteles y gdstricas 29

1L-2 Enfermedad autoinmune del tirpides 41,42
Exacerbacién en anritis reumatoida 43
Vasculitis 43
Exacerbacién de la Enfermedad de Crohn 44
Encafalomielitis 45
miocarditis 48
psoriasis, pénfigo y vitiligo 43
Autoanticuerpos varlados 43
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Son muchas {as enfermedades autoinmunes donde se han detectado
alteraciones en los niveles de citoquinas. Asi en el 60% de los pacientes
de lupus eritematoso sistémico (LES), se encontraron altos niveles de [FN-
o (47, 48). En la artritis reumatoide (AR), sindrome de Sjogren, esclero-
dermia, vasculitis, esclerosis multiple (EM) y miastenia grave, se han
encontrado aumentos en la expresién de los diferentes tipos de interferones
(49,50). Otras citoquinas como el TNF se encuentran también incremen-
tadas en AR, EM y Guillain-Barre. Altos niveles de 1L-2 se detectaron en
EM, y esclerodermia (51,52,53), mientras que en LES se han descrito
resultados contradictorios. Los primeros estudios realizados en pacientes
de LES reflejaron unos niveles bajos de produccién de IL-2 que podrian
explicarse por un proceso de "agotamiento" producido tras una continua
activacion sufrida in vivo. De esta manera, la continua produccion de 1L-2
en los estadios inflamatorios de la enfermedad originaria en el linfocito un
proceso de retroalimentacion negativa que tras la estimulacion mitogénica
in vitro haria que disminuyeran los niveles de IL-2. En la actualidad los
niveles bajos de IL-2 en LES pueden explicarse por una hipotética
tendencia hacia la diferenciacion de Th2 en detrimento de los Thl en estos
pacientes.

6.1.- Papel de las citoquinas en los procesos autoinmunes

La presentacion antigénica constituye un aspecto importante en la
pérdida de tolerancia y el subsecuente desarrollo del proceso autoinmune.
Una mayor presentacién antigénica o una inadecuada presentacion por
células "no profesionales” puede agravar la respuesta autoinmune.
Determinadas células como linfocitos B , macrofagos y células dendriticas
son consideradas células "profesionales”" en la presentacion antigénica.
Otros tipos celulares como las células de la microglia, astrocitos y ciertas
células epiteliales no son células presentadoras de antigeno en condiciones
normales, pero si pueden constituirse en células presentadoras, bajo la
influencia de ciertas citoquinas, como el IFN-y que induce en estas células
la expresion de moléculas de clase 1T del MHC. Esto podria explicar por
qué los primeros ensayos llevados a cabo en pacientes de esclerosis
miltiple alos que se les administraba IFN-y, se producia una exacerbacion
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Tabla 4
Expresién aberrante de moléculas HLA-DR en érganos diana de las enfermedades autoinmunes

Enfermedad Células HLA-DR

Enfermedad de Graves y Hashimoto Foliculos tiroideos

Diabetes insulino dependiente Células B pancreaticas

Cirrosis biliar primaria Células del conducto biliar

3P BISI| e31e| UL JEAXsqo apand as 1 v[qe) B] ug "($S) pepowIajus 8] op

Hepatitis activa crénica

Adritis reumatoide

Sindromen de Sjégren

Esclerosis multiple

Sindrome de Guillain-Barre
Sindrome de Behcet

Uveitis

Enfermedad inflametoria intestinal
Fibrosis pulmonar idiopatica
Cistitis intersticial

Psoriasis y lupus discoide

Hepatocitos

Células sinoviales
Epitelio salivar
Células gliales
Células de Schwann
Células mucosa oral
Células de la retina
Células del colon
Epitelio alveolat
Células uroteliales

Queratinocitos
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enfermedades autoinmunes organoespecificas, donde existe una expresion
"aberrante " de dichas moléculas. El TNF u hormonas, como la hormona
estimulante del tiroides, también pueden aumentar la expresion de estas
moléculas (55), mientras que otras citoquinas como el IFN-a, el IFN-B,
el TGF-B o sustancias como la prostaglandina E, los corticoides y la
ciclosporina inhiben esta expresion "aberrante" (56).

Para el desarrollo del proceso autoinmune inflamatorio es necesaria
la migracion de los linfocitos a los lugares donde tiene lugar la inflama-
cion. Las citoquinas tambien influyen claramente en este "trafico de
linfocitos”. Para que las células linfoides consigan migrar y llegar a
determinados puntos donde tiene lugar el dafio tisular, son necesarias
ciertas moléculas que interaccionen con receptores de superficie situados
en los linfocitos y que reciben genéricamente ¢l nombre de "moléculas de
adhesion". Dichas moléculas se expresan en células endoteliales, como
ELAM-1 (endothelial adhesion molecule-1), en células que recubren vasos,
VCAM-1 (vascular adhesion molecule-1) o0 ICAM-1 (intracelular adhesion
molecule-1) y que se engarzan a modo de cremallera con los linfocitos
facilitando asi su extravasacién al lugar de la inflamacion. Se ha detectado
un aumento en la expresion de estas moléculas, en la sinovia articular
reumatoide, en el endotelio de la barrera hematoencefalica, en placas de
esclerosis (57,58), etc. Ciertas citoquinas, especialmente el TNF, la IL-1
y el IFN-y, activan a las células endoteliales a sintetizar estas moléculas
de adhesion, permitiendo asi un mayor trafico de linfocitos a las zonas
donde esta teniendo lugar la injuria tisular.

Una vez detallados los diferentes puntos donde las citoquinas
pueden estar involucradas, describiremos con mas detalle las alteraciones
inmunoreguladoras mediadas por citoquinas en dos importantes enfer-
medades autoinmunes, la artritis reumatoide y la esclerosis multiple, que
estamos estudiando en la actualidad en nuestro laboratorio.

6.1.1 Esclerosis multiple
La esclerosis multiple es una enfermedad desmielinizante del

sistema nervioso central que se caracteriza preferentemente por infiltrados
perivasculares de linfocitos T y macréfagos. Dado que los linfocitos no
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activados en condiciones normales no consiguen atravesar la barrera
hematoencefalica (mecanismo que asegura en parte la tolerancia), es
necesaria una activacién previa de estas c€lulas en la sangre. Una vez
activados, bien sea por virus, superantigenos, etc, (ain se desconoce el
agente etioldgico en el caso de la esclerosis maltiple), los linfocitos
comienzan a secretar citoquinas que incrementan la expresion de [CAM-1
y VCAM-1 en las células endoteliales, moléculas necesarias para que se
produzca la migracion a través de la barrera hematoencefilica. Atravesada
dicha barrera, los linfocitos se dirigen hacia los oligodendrocitos que
forman la vaina de mielina que recubre a los axones neuronales. En dicha
vaina se encuentra el epitopo reconocido por los linfocitos y que es una
porcién de la llamada proteina basica de la mielina (PBM). Aunque se
desconocen las causas del reconocimiento de esta proteina del sistema
nervioso, quizds una reaccion cruzada con algin componente virico de
estructura similar a la PBM sea la explicacién mas plausible. Reconocido
el epitopo encefalotogénico, los linfocitos sufren una expansion clonal,
proceso que es favorecido por la constante liberacidon de citoquinas (IL-2,
IFN-y, [L-4) por parte de las células infiltradas. Citoquinas como el TNF-
o, que atacan directamente a los oligodendrocitos, facilitan la degradacién
de la mielina y la consecuente generacion de nuevos péptidos encefaloto-
génicos que retroalimentan todo el proceso (fig 6). Los anticuerpos
segregados por los linfocitos B que se van infiltrando en estadios mas
avanzados de la enfermedad, facilitando la formacién del complejo de
ataque del sistema del complemento, que se deposita sobre la membrana
de los oligodendrocitos. El resultado final es una alteracion en el bombeo
de los iones de calcio hacia el exterior, provocando la destruccién de la
célula y por tanto la pérdida de la funcién neuronal. En nuestro laboratorio
estamos estudiando el perfil de citoquinas de un grupo de pacientes con
esclerosis multiple (forma remitente), analizando los niveles protéicos en
sangre y liquido cefalorraquideo mediante ELISA y semicuantificando por
densitometria el ARNm amplificado por RT-PCR. Nuestros datos
preliminares indicaron que aquellos pacientes en fase de brote de la
enfermedad presentaban un mayor incremento en la expresion de
citoquinas proinflamatorias como el IFN-y, la IL-6 y el TNF-c, mientras
que la expresidn de citoquinas inmunosupresoras, como la [L-10 y la IL-
13 sobre todo, se¢ presentaba incrementada en las fases estables de la

134



CITOQUINAS INMUNOPOTENCIADORAS E INMUNOSUPRESORAS EN AUTOINMUNIDAD

enfermedad. Ambos hechos ponen de manifiesto que si bien las citoquinas
pueden no ser una causa primaria en la generacion de la respuesta autoin-
mune, juegan un papel importante en la evolucion de la enfermedad.

Agente etioldgico

/ Activacion linfocitos
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i - —
s - - - ]
.f R P - -
il-1 TGF-8
TNF IFN
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Morlocitos Otros tipos
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*
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Heactivacion células T inmunogiobulinas

Fig 6.- Citoguinas inmunopotenciadoras en esclerosis miltiple. Atravesada la barrera
hematoencefalica, los linfocitos comienzan a secretar citoquinas que agravan el
proceso de desmielinizacién.
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6.1.2. Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune sis-
témica mediada por reacciones inmunolégicas que tienen lugar en las
articulaciones, causando de forma progresiva una destruccion del cartilago
articular. Se han encontrado niveles elevados de citoquinas como Ja IL-1,
la IL-6, la IL-8, el GM-CSF y el TNF-qa, tanto en el suero como en ¢l
liquido sinovial de pacientes con AR. El TNF-a parece jugar un papel
central en el desarrollo de la enfermedad, habiéndose observado que
inyecciones de TNF-o agravan seriamente la enfermedad en el modelo
experimental de artritis inducida por coliageno (59). Ademas, el TNF-a
induce la expresién de citoquinas proinflamatorias como la IL-1, la IL-6,
la IL-8 y el GM-CSF. Los efectos bioldgicos que estas citoquinas causan
en la enfermedad son variados. La IL-1 y el TNF-a inducen la expresion
de moléculas de adhesion en el endotelio vascular, como ICAM-1 y E-
Selectinas que facilitan el trafico celular al interior de la articulacion.
Ademas aumentan los niveles de los mediadores de la inflamacién como
la prostaglandina E2, las colagenasas y el oxido nitrico, al tiempo que
disminuyen la sintesis de la matriz en el cartilago y hueso. El resultado de
ambos procesos es un aumento del dafio tisular y una inadecuada repara-
cion del mismo. La estimulacion de linfocitos T y macrofagos por parte
de estas citoquinas perpetiian el proceso. Las propiedades quimioatrayentes
de la IL.-8 aumentan el flujo celular hacia el cartilago. La IL-6, por su
parte, induce en el higado la sintesis de proteinas de fase aguda, como la
proteina C reactiva. Una activaciéon de granulocitos y macrdfagos y un
aumento en la expresién de moléculas de clase 1I del MHC tienen lugar
como consecuencia del incremento en los niveles de GM-CSF. Ademas de
estas citoquinas, con actividades eminentemente proinflamatorias, se ha
constatado una produccion simultdnea de citoquinas con propiedades
antiinflamatorias como la IL-10, el TGF-B, o inhibidores de citoquinas
como receptores solubles de TNF-a e IL-1 (60, 61). En nuestro laborato-
rio, hemos detectado un auvmento en suero de los niveles de IL-4, asi
como en la expresion de ARNm-IL-4 mediante RT-PCR en linfocitos de
pacientes de AR. Estos datos se acomparfiaban a su vez de un incremento
en la expresion del receptor para IL-4 (IL-4R) en linfocitos T y B (62).
De esta forma el sistema inmune tiende al manteniemiento de una homeos-
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tasis, de manera que el dafio causado por aumentos de las citoquinas
proinflamatorias quede amortiguado en parte por estas otras citoquinas con
actividad inmunosupresora.

Visto el papel central que juega el TNF-o en la artritis reumatoide,
se han diseftado terapias con el fin de bloguear las acciones patolégicas de
esta citoquina y que comentaremos posteriormente en la llamada "terapia
anticitoquina”.

7.- INMUNOTERAPIA

Muchas de las enfermedades autoinmunes se tratan actualmente con
agentes inmunosupresores como los corticoides, la ciclosporina A, la
ciclofosfamida, etc. Estas sustancias tienen un efecto diverso sobre la
produccion de ciertas citoquinas como es el caso de los corticoides, o
sobre alguna de las vias de transduccion de sefiales inducida por la unién
de la citoquina a su receptor, como es el caso de la ciclosporina A. Los
corticoides, unidos a su receptor citoplasmatico, interaccionan con factores
de transcripcion o se anclan a elementos de respuesta a glucocorticoides
(glucocorticoids response elements, GRE), presentes en los promotores de
muchas citoquinas, alterando su expresion. La ciclosporina A actia en la
via del calcio-calmodulina modificando, en Gltima instancia, la unién
posterior de factores de transcripcion a NF-AT (fig 7).

Los glucocorticoides y la ciclosporina A, aunque son eficaces en
el control de ciertas enfermedades autoinmunes, no carecen de efectos
secundarios importantes, por lo que es necesario buscar alternativas a estos
tratamientos. En la actualidad se estd intentando explotar los efectos
inmunosupresores ¢ inmunoreguladores de ciertas citoquinas que se
consideran de relevancia en el desarrollo de la enfermedad autoinmune.
Asi, se ha demostrado el efecto inmunosupresor del TGF-B en modelos
experimentales de autoinmunidad. Por ejemplo, en la encefalomielitis
alérgica experimental (EAE), un modelo murino utilizado para el estudio
de la esclerosis multiple, el TGF-B causa inhibicion de la proliferacion y
activacién celular de linfocitos T, inhibe la produccion de citoquinas
proinflamatorias que potencian el dafio tisular y previene las recaidas en
los ratones a los que se les administra (63). En el modelo experimental de
la artritis inducida por colageno, el TGF-PB presentaba efectos inmunosu-
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presores sobre el desarrollo de la enfermedad (64). Otra citoquina
inmunosupresora como la IL-10, administrada en procesos artriticos
experimentales inducia una notable mejoria. El mecanismo de accién en
este caso posiblemente sea el de una inhibicion en la produccion de dos
citoquinas proinflamatorias como son la IL-1 y el TNF-«, causantes
directas probablemente del dafio sufrido por el cartilago articular.

Citoquina ?
hd
| l |
Hidrélisis lipido de inositol
PKC
calcio
Corticoides

calmodulina-calcio

Ciclosporina A : l _ it _—

— FIP—, Transcripcion

Ny

g5

NF-AT  OCT1 NF-kB AP-1 CD28 NF-AT QCT-

Fig 7.- Modos de accién de los corticoides y ciclofosfamida. 1.os corticoides unidos a su
receptor citoplasmatico se anclan en los elementos respondedores a glucocorticoides,
presentes en los promotores de muchos genes de las citoquinas, o interaccionan con factores
de transcripcién (FT) alterando su expresién. La ciclosporina actia en la via calcio-
calmodulina modificando la unién posterior de factores de transcripcién a NF-AT. FT-P
(factor de transcripcion fosforilado}

En enfermos de esclerosis multiple la administracion de IFN-B
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recombinante hace que disminuya el niimero de recaidas asi como la
frecuencia y la duracidon de los ataques neurolégicos (65). El efecto
benéficioso del IFN-P se debe a que ademas de inhibir la activacién de
linfocitos T, inhibe la produccién de IFN-y y TNF-a (66, 67). Por otra
parte, el IFN-B aumenta la funcion supresora llevada a cabo por los
linfocitos, asi como la sintesis de citoquinas como la IL-10 y el TGF-$
(68). Todo ello explica en parte el efecto beneficioso del JIFN-P sobre la
evolucion de la enfermedad. El hecho de que el TNF-a tenga un papel

Anticuerpo

Citoquina

Receptor soluble

Fig 8.- Mecanismos de la "terapia anticitoquina”. La unidn de anticuerpos monoclo-
nales o receptores solubles a la citoquina, bloquea la posterior unién de esta con su
receptor.

central en la patogenia de la artritis reumatoide promovié el empleo de

anticuerpos monoclonales frente a esta citoquina, observandose que tras la
administracion de dichos anticuerpos, el proceso inflamatorio se reducia
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notablemente, si bien este novedoso tratamiento se encuentra todavia en
fase de ensayo clinico.

Todas las terapias dirigidas a potenciar o inhibir la accién de una
determinada citoquina se engloban dentro de lo que se ha dado en llamar
"terapia anticitoquina", pudiendo actuar a diferentes niveles como se indica
en la figura 8. Otra estrategia que se puede emplear para controlar el
efecto nocivo de ciertas citoquinas es la de bloquear mediante anticuerpos
monoclonales los receptores para las mismas. A modo experimental se han
empleado los anticuerpos anti-receptor para IL-2 (IL-2R) en pacientes
autoinmunes y sobre todo en aquellos que han sido sometidos a transplante
de organos, aunque no se emplean en la actualidad (69). Los anticuerpos
anti-receptor u otras moléculas de superficie pueden unirse a toxinas o
radiois6topos de tal manera que al reaccionar especificamente con la
molécula diana provocan la muerte celular. De esta forma inducen una
inmunosupresién selectiva de la respuesta inmune.
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1.- INTRODUCCION

El potencial de reconocimiento antigénico por parte del sistema
inmune es tedricamente tan vasto que sin una apropiada regulacién podria
reaccionar inevitablemente contra lo propio. Es por ello que el desarrollo
de los linfocitos T y B debe estar controlado a distintos niveles de forma
que se asegure una respuesta frente a una gran cantidad de antigenos
extrafios, al mismo tiempo que se establezca la tolerancia frente a lo
propio. Durante el proceso ontogénico de los linfocitos, la apoptosis o
muerte celular juega un papel basico y esencial en la seleccion negativa
de los linfocitos autorreactivos y el descubrimiento de los procesos
moleculares que la controlan es fundamental para comprender la or-
ganizacion y funcionamiento normal del sistema inmune. En algunos
casos, la resistencia a la apoptosis por parte de los linfocitos puede estar
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implicada en la patogénesis de enfermedades autoinmunes. Tal es €l caso
de los ratones MRL/Mp-lpr/lpr, que desarrollan una enfermedad andloga
al lupus humano y que presentan una deficiencia en el gen Fas, implicado
en la induccion de la apoptosis. Por el contrario, un aumento en la tasa de
apoptosis puede ser la causa de una deficiencia numérica y funcional de
linfocitos promovida por la infeccion de un virus como es el caso del
HIV. En este contexto, las drogas que induzcan o inhiban apropiadamente
la apoptosis pueden ser de una gran utilidad terapettica en clinica. En el
presente capitulo, se dard una visién general sobre los estadios de
diferenciacion por los que pasan los linfocitos B y T, incidiendo en los
genes y sefiales que controlan los mecanismos que pueden estar implicados
en este proceso de muerte celular los cuales, en conjunto, permiten
explicar los fenomenos de tolerancia y autoinmunidad.

2.- LA APOPTOSIS EN EL SISTEMA INMUNE

La apoptosis (del griego apo-ptosis= el comienzo de la decadencia)
es un término acufiado en 1972 por Kerr (Kerr et al, 1972) para definir
morfolégicamente un tipo de muerte celular programada y fisiolégica.
Durante este proceso las células pierden volumen, las membranas sufren
cambios en la distribucién y orientacion de lipidos y el nucleo se colapsa
en pequefios corpusculos refringentes. La cromatina celular es finalmente
fragmentada de forma ordenada por la accién de endonucieasas en
segmentos multiplos de 180 pares de bases (nucieosomas) que son
facilmente detectables en gel de poliacrilamida por la formacién de la
denominada "escalera de ADN" (Fig. 1). Dentro del organismo, la célula
apoptética jamas se lisa ni deja salir su contenido al exterior. Una vez que
el proceso de apoptosis comienza, las células fagociticas y macréfagos de
la vecindad son atraidos por los cambios que se producen en la membrana
de la célula apoptética, como es el cambio de orientacion de la fosfatidil-
serina hacia el exterior de la célula, atrayendo asi a los macrofagos que
fagocitan a la célula apoptética y evitando una reaccidén inflamatoria.

La apoptosis se contrapone a la muerte por necrosis, la cual se
produce por causas patoldgicas que sobrevienen después de sufrir un
trauma o cualquier dafioc mecénico que sea provocado por una causa no
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fisiologica. Durante la necrosis, la c€lula pierde su permeabilidad normal,
se hincha hasta lisarse y los componentes internos pierden su integridad
liberando al exterior su contenido y provocando, por tanto, una reaccidén
inflamatoria.

02C 37°C DEX
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0°C
37°C
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Figura 1. La figura ilustra dos sistemas para medir la apoptosis celular. Los Histogramas
muestran el ciclo celular de timocitos cuyo contenido en ADN ha sido tefiido con iodure de
propidio v analizado por citometria de flujo. Las unidades de ADN se muestran ¢n ¢l gje X
v ¢l recuento de células en el ¢je Y. El porcentaje de células en apoptosis se mide por la
presencia del pico hipoploide o sub-Go/Gi (APQ) correspondiente a las células con ADN
fragmentado. En los histogramas aparece ¢l ciclo celular de los timocitos mantenidos a 0°
C en el que no se aprecia el pico APO, asi como el ciclo de timocitos mantenidos en cultive
a 37° C en ausencia o en presencia de dexametasona DEX donde la presencia del pico APO
se hace evidente. A la derecha de la figura se muestra el gel de poliacrilamida en el que se
han migrade los ADN extraidos de los timocitos correspondientes a los tratamientos de 0°C,
37° C, y DEX. En el gel, Ia presencia de la escalera de ADN no aparece en el caso del
tratmiento a 0° C y se aprecia en €l caso del tratamiento a 37° C resultando mas evidente en
el tratamiento con DEX. Ambos sistemas son de uso cotidiano en la deteccién de apoptosis
celular,
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Si bien la apoptosis es un mecanismo normal y activo para la
climinacion de células sobrantes o no deseables, también puede ser la
causa de ciertas patologias cuando su programa se activa o se inhibe
indebidamente. Existe una interrelacién muy estrecha entre los procesos
de apoptosis, autoinmunidad y tolerancia dentro del sistemma inmune.
Conviene aclarar que ninguno de estos tres fenémenos en si implica un
proceso patologico, sino todo lo contrario. La apoptosis, la autoinmunidad
y la tolerancia estidn sujetos a un control tan riguroso que sélo el
desequilibrio en unc de los tres procesos implica la aparicidén de la
enfermedad como tal.

En los organismos mas evolucionados el sistema inmune se ha
desarrollado como un mecanismo de defensa frente a agentes invasores
que son ajenos a los "componentes habituales" del propio organismo. La
forma por la cual el sistema inmune discierne lo que es "habitualmente"
propio de lo que no lo es, resulta todavia una incognita y es dificil
comprender y descifrar como es posible que el sistema inmune no
reaccione contra lo propio. No hay que olvidar que el sistema inmune se
acostumbra y tolera la presencia de otros microorganismos que pueden ser
beneficiosos y conviven habitualmente con el propio organismo, sin
generar una respuesta inmune contra los mismos (ejemplo la E. coli). Una
forma de solventar el problema de la autorrespuesta o autoinmunidad que
sobrevino con la aparicidon del sistema inmune, es la de eliminar o
silenciar aquellos clones de linfocitos autorreactivos mediante la delecion
clonal por apoptosis y la represion funcional o anergia. Pero la cuestion
de cémo, quién y cudndo se decide qué linfocito sobrevive a esta seleccion
todavia no estd del todo desvelada. El fenémeno de autoinmunidad
plantea, por tanto, una serie de cuestiones fundamentales cuya respuesta
explicaria el funcionamiento del sistema inmune. De hecho, es el estudio
de la etiologia de enfermedades autoinmunes e inmunodeficiencias lo que
actualmente ayuda enormemente a los inmundlogos a entender el
funcionamiento normal y fisiolégico de! sistema inmune.

En principio, cualquier proteina, muchos carbohidratos y lipidos,
asi como acidos nucléicos, son "antigenos potenciales" que pueden generar
una respuesta inmune. Esta respuesta esti protagonizada por los linfocitos
T y B en cuya superficie celular se expresa un receptor especifico para un
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determinado antigeno (Fig. 2). En principio, la interaccion de este receptor
con su antigeno provoca una reaccion inmune contra el mismo. Muchos
de los componentes del organismo que estan expuestos a los propios
linfocitos podrian ser, por tanto, antigenos (autoantigenos) capaces de
inducir una respuesta autoinmune humoral (autoanticuerpos producidos
por células B autorreactivas) o celular (células T autorreactivas).

No se puede explicar la autoinmunidad sin entender el fenomeno
que a ella se contrapone: la tolerancia. La tolerancia es el mecanismo por
el cual las células autorreactivas son reprimidas a Ia hora de generar una
respuesta inmune. Cuando el mecanismo de tolerancia falla, se produce un
desequilibrio que puede dar lugar a la aparicién de la enfermedad
autoinmune. Sin embargo, la tolerancia es un concepto bastante dificil de
entender, debido a que incluso en individuos sanos se encuentran presentes
unos niveles determinados de células autorreactivas. Mas aun, los
linfocitos B autorreactivos (productores de autoanticuerpos) son tan
comunes que algunos inmundlogos cuestionan la existencia de la tolerancia
en células B. Parece ser que un cierto grado de autorreactividad forma
parte de la fisiologia normal del sistema inmune. Estos niveles de
"autoinmunidad natural” resultan incluso beneficiosos y solo en casos en
los que se produce una respuesta autoinmune exagerada, sobrevienc la
enfermedad autoinmune como tal. Por tanto, la autoinmunidad en si no es
un fendmeno patoldgico, sino que incluso es una propiedad inherente al
mismo sistema inmune normal.

No existe una teoria clara y convincente que explique el fenomeno
de autoinmunidad natural y de la tolerancia. Desde hace mas de una
treintena de afios, se barajan varias hipdtesis sobre el fendémeno de
tolerancia que no son excluyentes una de la otra necesariamente y que
explicarian, en parte las causas de la no autoinmunidad patolégica
(Schwartz, 1993). Aunque el desarrollo de tales hipdtesis no son el
objetivo de este capitulo, conviene mencionar brevemente algunas de ellas
para introducir el concepto y la importancia que los mecanismos que
regulan la apoptosis podrian tener sobre la tolerancia y autoinmunidad:
1.- Durante las primeras fases del desarrollo, los linfocitos pasan por

estados de maduracién dentro de un compartimento (la médula 6sea,
timo y bazo), en el que la gran mayoria- de ellos tiene una alta
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probabilidad de interaccionar a través de su receptor con su antigeno
supuestamente presente en los tejidos normales del propio organismo.
En este caso los linfocitos se delecionarian (por apoptosis inducida
por la sefial del receptor antigénico) o se inactivarian funcionalmente
(anergia). Como consecuencia, los linfocitos que alcanzaran su estado
de madurez serian "no autorreactivos". La autoinmunidad patologica
podria sobrevenir en el momento en que uno de los clones autorreac-
tivos que se producen durante la maduracion no se delecionase, por
la razén que sea, quedando linfocitos libres y dispuestos para atacar
los tejidos propios del organismo. Una de las explicaciones de la
existencia de estos "clones prohibidos" seria que sus receptores
antigénicos son el resultado de mutaciones somadticas en sus genes, de
forma que sus productos protéicos, expresados en la superficie
celular, tendrian una afinidad casual pero considerable por un
autoantigeno. Por otro lado, se acepta la idea de que los clones de
linfocitos anergizados permanecen "dormidos" por un defecto en los
mecanismos de sefializacion a partir de los receptores, de manera que
no son funcionales. Si estos mecanismos se restablecieran indebida-
mente, estos linfocitos se activarian y se volverian autolesivos.

Otra hipdtesis que explicaria el fenéomeno de tolerancia seria la
existencia de clones T supresores especificos para clones que
reaccionan frente a un antigeno determinado. Un fallo en esta
supresion de la tolerancia antigeno-especifica de unos cuantos clones
podria provocar una reaccion autoinmune. Aunque esta hipdtesis se
ve apoyada por el hecho de que algunos pacientes con enfermedad
autoinmune frente a un antigeno, no muestran una respuesta inmune
exagerada frente a otros antigenos no propios, la existencia de estos
clones T supresores permanece ain en duda y la evidencia de que la
tolerancia esté causada por este mecanismo parece poco convincente.
Otra interesante hipdtesis que explica la forma de romper la tolerancia
es mediante la "imitacién de autoantigenos” por parte de antigenos
extrafios de ciertos microbios invasores. Si los epitopos (zonas
concretas del antigeno que son reconocidas de forma especifica por
los receptores de las células T o por los anticuerpos) de los antigenos
no propios emulan a los de los propios, debido a que comparten
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estructuras muy parecidas aunque no idénticas, el huesped podria
responder inmunolégicamente frente a ellos de una forma contundente
eliminando al agente invasor, pero al mismo tiempo generando una
respuesta autoinmune no deseada frente a tejidos propios que podria
quedar de forma permanente.

Las claves del control de la tolerancia y de la autoinmunidad se en-
cuentran en los procesos de seleccidon negativa y positiva que han de
soportar los linfocitos durante su diferenciacién. Los linfocitos T y B
reconocen antigenos de forma diferente a través del receptor antigénico.
El receptor de las células T (TCR, de "T cell receptor") reconoce péptidos
anclados dentro del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
presente en la superficie celular de las células presentadoras de antigeno
(APC, de "Antigen presenting cell). El receptor de las células B (BCR,
de "B cell receptor") lo constituye una inmunoglobulina que puede
reconocer al antigeno en su conformacion tridimensional, tanto si estd
libre en solucion, como si se haya en la superficie de una célula (Alzari
et al, 1988). En mamiferos, los linfocitos comienzan a generarse en los
organos linfoides primarios: el timo para las células T y la médula dsea
para las células B y terminan su desarrollo en los tejidos linfoides
secundarios periféricos: nddulos linfaticos, bazo, amigdalas, placas de
Peyer. La seleccion dependera del reconocimiento del receptor antigénico
que, en términos simplistas, podria decirse que durante los primeros
estadios de diferenciacién dictara la sentencia de muerte del linfocito si
éste reconoce un antigeno (por las altas probabilidades de que se trate de
un autoantigeno) y en los ultimos estadios, por el contrario, determinara
las sefiales de activacion, proliferacién y reactividad contra el antigeno
{por las altas probabilidades de que se trate de un antigeno fordneo). A
continuacion se expondran de forma general los mecanismos que controlan
los procesos de seleccién negativa en los linfocitos T y B, que serian los
responsables de un sistema inmune "no autorreactivo”.
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Figura 2. Representacion esquemdtica del receptor para células B (BCR) y para células T
(TCR). El BCR esta compuesto por una inmunoglobulina M (con dos cadenas p pesadas y
dos cadenas A ligeras) y por las cadenas auxiliares o v P que estan directamente implicadas
en la traduccidn de la sefial a través de las tirosina-quinasas. E1 TCR esta compuesto por dos
cadenas a y § rodeadas por un conjunto de pequefias cadenas moleculares 8,e,y,(,1, que en
conjunte constituyen el complejo CD3 que estd implicado en la transmision de la sefial a
traves de las tirosina-quinasas.
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3.- SELECCION NEGATIVA DE LOS LINFOCITOS B

La diferenciacidn de linfocitos B se produce a través de multiples
pasos a partir de células precursoras comprometidas hacia la formacion de
células B plasmaticas secretoras de anticuerpos (Fig. 3). Este proceso
viene definido por cambios en la expresidn de genes especificos del linaje
celular (Loffert et al, 1994; Baixeras et al, 1994). Los primeros estadios
de maduracién de las células B tienen lugar dentro de compartimentos
especificos de la médula osea. Es alli donde los precursores linfoides se
comprometen a generar ¢l linaje de células B y su consiguiente diferen-
ciacién en células que expresan la inmunoglobulina M de superficie o IgM
(formada por dos cadenas pesadas g7 y dos cadenas ligeras A 0 x) y que
junto a las dos cadenas adicionales o y £ constituyen el compejo del
receptor de la célula B para el antigeno (BCR, Fig. 2). Esta diferenciacion
consiste en la transicion de, desde células pro-B (estadio en el cual los
genes de las inmunoglobulinas estan todavia en configuraciéon de linea
germinal) hacia células pre-B, donde los segmentos genémicos VDJ de la
region variable (VH) de las inmunoglobulinas se recombinan con el locus
de la cadena pesada (CH) para generar la cadena g que a su vez se
expresard en la superficie celular en asociacion con cadenas ligeras
provisionales V-preB y A 5 (Sakaguchi & Melchers, 1986) que seran mas
tarde sustituidas por las cadenas x o A. Durante la fase independiente del
antigeno en los que la célula B atin no expresa el BCR, la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion de las células hematopoyéticas esta
controlada por factores solubles incluyendo IL-3 e IL-7 asi como por las
interacciones de las células con componentes del estroma (Rosenberg &
Kincade, 1994) (Fig. 3). Su accién bioldgica estd mediada por distintas
seitales intracelulares generadas por la unién de otros receptores a sus
ligandos (moléculas de adhesion, factores de crecimiento, etc). Un ejemplo
claro lo constituye la linea celular pro-B FL5.12 de higado fetal, que crece
en medio condicionado con IL-3 (McKearn et al, 1985). La privacion de
la IL.-3 como factor de crecimiento de estas células determina su muerte
celular programada o apoptosis (Fig. 4).
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En la fase de celula pre-B, es la region variable de la cadena
pesada (V) la responsable del contacto directo con el antigeno, lo que
influird en el tipo de poblacién de célula B madura IgG. Por tanto, el
concepto de seleccion clonal de las células pre-B mediada por la region
V permite explicar los origenes del repertorio inmune primario (Schwartz
& Stollar, 1994). Basandose en estudios recientes, se ha sugerido que en
los primeros estadios de célula pre-B, es la cadena g la que juega un papel
muy relevante en la seleccion negativa al producirse probables interac-
ciones de alta afinidad con antigenos propios presentes en la médula ésea
(Fig. 3). Hay evidencias de que la seleccidon positiva y la consiguiente
maduracion de los linfocitos a partir de células pre-B dependera en gran
medida de la habilidad de la cadena gr para transmitir una sefial funcional.
La importancia de tal habilidad se ve reflejada en la agammaglobulinemia
unida al cromosoma X, una enfermedad en la que los linfocitos B estan
incapacitados para llegar a su estado maduro debido a una mutacion de
una proteina de la familia src de las tirosina-quinasas que traducen la sefial
temprana desde el receptor antigénico (Tsukada et al, 1993). No obstante,
las células pre-B no solo requieren de la seilalizacién a través de su
receptor antigenico sino ademds de la presencia de otras moléculas de
superficie que participan en la diferenciacién mediante la traduccion de la
sefial intracelular despues de unirse a sus ligandos correspondientes, tales
como los factores de crecimiento. Este tiltimo hecho implica la dependen-
cia del contacto directo de las células pre-B con las células del estroma y
citoquinas de la médula ésea. Aunque el papel que juegan las cadenas
ligeras "provisionales”, también llamadas pseudocadenas ligeras, en la
seiializacion es aiin bastante controvertido, lo que si parece indiscutible es
que la expresion de la cadena g es imprescindible para la maduracion de
las células pre-B (Schwartz & Stollar, 1994).

En la transicién de célula pre-B a célula B inmadura, tienen lugar
los reordenamientos genicos correspondientes a las cadenas ligeras
definitivas & y A. Las cadenas ligeras » y & también participan en el
proceso de seleccion mediante la modificacién de las propiedades del sitio
de unidn al antigeno de la cadena gr. Mds tarde, la transicion de célula B
inmadura a célula B madura, se acompaiia por los cambios de clase de
cadena pesada que define el tipo de inmunoglobulina producida por la

157



ELENA BAIXERAS LLANO

célula B que pasard a coexpresar IgM e IgD en su superficie en una
primera fase (Fig. 3). La célula B madura migrara fuera de la médula dsea
hacia la periferia llegando a los nodulos linfaticos y al bazo. En estos
compartimentos periféricos se producira el encuentro con el antigeno
especifico de probable origen externo, asi como el didlogo directo con las
células T a través de los correceptores que determinaran las ultimas fases
del desarrollo de células B maduras (Desiderio, 1994; Moller, 1994).

La activacion del linfocito B requiere por tanto, una interaccion
exitosa de las regiones variables V de su receptor BCR con su antigeno
especifico que puede tratarse tanto de una molécula libre como de una
molécula asociada a un sustrato membranal, interaccionando asi con
estructuras tridimensionales (Alzari et al, 1988). Las consecuencias de la
unién del antigeno a su receptor pueden promover tanto la apoptosis como
la proliferacion o la anergia que dependen a su vez del estadio de madura-
cién de la célula B, asi como de la coestimulacion a través de otros
receptores de la célula que mencionaremos mas tarde. Si esto es asi, cabe
preguntarse cudl es ligando que determina si la seleccidn es negativa o
positiva. Schwartz y Stollar proponen que los antigenos propios son los
que dirigen la direccion de la seleccion de los linfocitos B durante los
primeros estadios {Schwartz & Stollar, 1994). Parece bastante aceptada la
idea de que la seleccién negativa por apoptosis resulta de la interaccion
del antigeno con un receptor de alta afinidad para el mismo durante la fase
de de celula B g'/x” o u'/x". Por el contrario, la interaccién de antigenos
propios con receptores de baja afinidad en este estadio promueve la
diferenciacion del linfocito B. Mas aun, se conoce el hecho de que una
alta proporcion de los "autoanticuerpos naturales” son anticuerpos IgM de
baja afinidad y polirreactivos contra antigenos propios, antigenos
bacterianos y haptenos. Por otro lado, en el estadio de g™/x* 6 p'/A" , la
célula B con una alta afinidad por el antigeno propio- podria evitar su
delecion mediante un segundo reordenamiento de sus genes V, proceso
llamado "edicion del receptor” y que implica hipermutaciones somdticas
en las regiones VH (Schwartz & Stollar, 1994).

Esta hipotesis implica que la consecucion del proceso de desarrollo
de células B estd intimamente asociada a la expresién de su receptor BCR
que establece un conjunto de puntos de supervision o control en base a los
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cuales la célula procede al siguiente paso de maduracion. Este hecho se ha
podido constatar en los ratones que no pueden reordenar genes de regiones
variables de las inmunoglobulinas como los ratones SCID (severe
combined immunodeficient disease) o ratones homocigotos para anomalias
en los genes RAG-I y RAG-2, cuyos productos proteicos son los
responsables de dirigir los reordenamientos génicos de las inmunoglo-
bulinas, y como consecuencia carecen de células B y T maduras (Shinkai
et al, 1992; Mombaerts, 1992; Fulop & Philips, 1990).

Las células de linfoma B WEHI-231 constituyen un modelo de
células B inmaduras altamente sensibles a la activacion de la muerte
celular o apoptosis a través de su receptor (De Franco et al, 1987; Hasbold
& Klaus, 1990). Esta linea celular se comporta como las células B
inmaduras que nunca han interacctonado con el antigeno que reconoce su
BCR. La seiializacién de las células WEHI 231 promovida por la
interaccion de su receptor con un anticuerpo anti-igM, que emularia a un
antigeno de alta afinidad, es interpretada por la célula como un seiial
negativa que conduce a la interrupcion del ciclo celular quedandose en la
fase Go/G: del mismo en las primeras 24 hrs (Scott et al, 1986). Este paro
en el ciclo celular implica la consiguiente activacion del proceso apop-
totico (Fig.4). En esta fase de B inmaduro la célula interpreta como propio
cualquier antigeno que encuentre de alta afinidad, de forma que se
autoelimina asi misma con el fin de evitar autolesiones. Sin embargo el
linfocito B puede tener una oportunidad para su supervivencia si recibe
ayuda externa. Esta ayuda puede provenir de los linfocitos T que les
informan, mediante la cosefializacién a través de otros receptores, de la
naturaleza de este antigeno. De hecho, las células WEHI 231 tratadas con
anti-IgM pueden ser rescatadas de la muerte si se incuban al mismo
tiempo con el ligando para el receptor CD40 (CD40L) que normalmente
estd presente en las células T (Fig. 5) y cuyo importante papel en el
rescate de la apoptosis se describira mas adelante. Una vez salvada esta
zona de alto peligro de muerte para el linfocito B inmaduro, éste continua
su desarrollo hasta alcanzar su madurez para entrar de nuevo en otro
proceso de seleccién periférica. En ¢l linfocito B maduro, el reconocimien-
to antigenico confiere la suficiente competencia a la célula para la
subsiguiente sefializacidn derivada de la cooperacion con la célula T. Esta
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cooperacion se produce tras la activacion previa de los linfocitos T CD4*
a través de su propio TCR que ha reconocido el antigeno presentado a su
vez por las células APC (Clark & Ledbetter, 1994). Si esto ocurre, las
células T podran "ayudar" a los linfocitos B a no morir cuando estos
encuentren el mismo segmento de antigeno que activé a las células T. Mas
aun, el dialogo entre células T y B a través de correceptores de membrana
tales como CD40, enviara sefiales al nicleo de la célula B para que ésta
prolifere, se expanda y fabrique los anticuerpos especificos contra ese
antigeno. Sin embargo, queda sin resolver la cuestion de quien informa a
las células T de lo que es propio y de lo que es extrafio. La clave de este
enigma reside en las atroces pruebas de selectividad que han de pasar las
células pre-T hasta llegar a células T maduras durante los estadios de
maduracién dentro de su escuela: el Timo.

FL-5.12, WEHI 231 A20

CL-igh (1-Fas

loduro de Propidio/DNA

Figura 4.- Histogramas mostrando el ciclo celular de tres lineas de células B: FL-5.12
(Pro-B) que no expresa BCR en su membrana pero es dependiente de la presencia de IL-3
para su supervivencia, WEHI-231 (B inmadura) que expresa IgM en membrana, y A20 (B
madura diferenciada) que expresa altos niveles de Fas en superficie. En los tres casos la
apoptosis se induce de diferente manera segun su estado de diferenciacién. La linea Pro-B
muere bajo la deprivacion del factor de crecimiento IL-3 (-), la linea B inmadura muere al
incubarla en presencia del anticuerpo anti-[gM(+) que emularia a su antigeno especifico, y
por ultimo la linea B diferenciada moriria en presencia del anticuerpo anti-Fas {+) emulando
al ligando de Fas. Mientras los dos primeros casos serian representativos de la seleccién
negativa dentro de la médula dsea, el Giltimo caso seria representativo de la seleccién negativa
en la periferia donde Fas parece jugar un papel importante en la induccién de la apoptosis
de células maduras activadas.
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4.- SELECCION NEGATIVA DE DE LOS LINFOCITOS T

Las células pre-T provenientes de la médula dsea llegan al timo
donde se diferenciaran en células inmunocompetentes después de pasar
diferentes etapas de seleccion. Esta seleccion de los linfocitos T que se
produce en el timo, es de tal envergadura que se cree que solo un 5%
consigue "graduarse” y salir al torrente circulatorio y 6rganos periféricos
en calidad de linfocitos T, en principio no autoreactivos o débilmente
autoreactivos ( revisado en Nagata & Goldstein, 1995). Se supone y se
acepta como hipdtesis que estos linfocitos nunca han "visto" el antigeno
especifico que podria ser reconocido por su TCR. En el caso de que asi
lo hicieran, el antigeno se consideraria de origen foraneo y el linfocito T
maduro estaria dispuesto a generar una respuesta agresiva que compren-
deria: activacién de la célula (secrecion de linfoquinas que alertaran otras
células como a los macrofagos), proliferacién y expansién, didlogo con los
linfocitos B en el bazo, ayudando a su activacidn en el caso de que éstos
encuentren ese mismo antigeno.

Al igual que los linfocitos B, los linfocitos T poseen un receptor
antigénico constituido por dos cadenas: a v § y por €l complejo CD3
(formado por las cadenas y, 8, €, £,y #7) que en conjunto se conoce como
el "TCR" (Fig. 2). A diferencia de las células B que pueden circular
libremente y que tienen la capacidad de reconocer el antigeno de forma
ubicua, las células T estan localizadas en sitios especificos y por tanto su
potencial de interaccion a través de su TCR con otras c€lulas estd mucho
mas limitada. Dentro del timo, si el precursor de la célula T se selecciona
de forma positiva, entonces terminard el proceso de diferenciacién
convirtiéndose en una célula T madura. Si por el contrario la célula T es
seleccionada negativamente entonces la célula sufrird apoptosis (delecion
clonal) o bien quedara en un estadio de no respuesta (anergia clonal). En
ambos casos la célula T necesita estar expresando ya en su membrana su
TCR correspondiente asi como las moléculas accesorias CD4 y CD8. A
diferencia del BCR, el TCR interacciona a través de sus regiones variables
{(V} con péptidos cortos asociados a estructuras protéicas propias,
generalmente el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), que se
expresa en todas las células presentadoras del antigeno (APC) como las
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células epiteliales y macrofagos. La unién del TCR con el MHC+péptido
esta asistido por los correceptores CD4 y CD8 en la superticie de la célula
T. Los péptidos antigénicos son el resultado de! procesamiento que sufre
el antigeno en cuestion dentro de la célula presentadora del mismo, en la
" que se degrada en pequefios fragmentos peptidicos que se unen posterior-
mente a su sitio especifico dentro la molécula MHC correspondiente
(Mueller et al, 1989). La seleccion de los linfocitos T dentro del timo esta
influida por la presencia de estas células APC que portan en su superficie
los MHC junto con los pequefios péptidos (normalmente formados por 9
aminoacidos) que son los que tienen la gran responsabilidad de incidir en
la decision de la célula T de continuar su proceso de desarrollo o por el
contrario suicidarse en aras de un sistema inmune no autorreactivo. Se
supone que en el timo debe existir una representacién de casi todos los
antigenos propios a modo de "bazar". Son muchos los factores que deben
influir en este proceso de tamizado de linfocitos T en el timo. Uno de los
factores debe ser el estado de maduracion del timocito pues los linfocitos
T inmaduros T CD4"CD8" (doble positivos) no traducen la sefial desde la
membrana al niicleo con la misma intensidad o eficacia que lo hacen los
linfocitos T maduros (T CD4" o T CD8") posiblemente debido a que
ademas no expresan un nimero elevado de TCR en su membrana todavia
(Finkel et al , 1991). Los linfocitos T que expresan TCRs que no
reconocen moléculas del MHC propios se supone que sufren también
seleccion negativa mediante la muerte por apoptosis. De forma similar que
para las células B, otro factor que puede determinar el sentido de la
seleccidn puede ser la avidez de los TCRs de los linfocitos inmaduros por
los complejos MHC+péptido. Actualmente se acepta la idea de que
aquellos linfocitos cuyos TCR reconozcan fuertemente los péptidos propios
dentro del MHC son eliminados de una forma u otra como resuitado del
reconocimiento antigénico, evitando la salida del timo de células T
potencialmente autorreactivas. Se asume como altamente probable que este
es el mecanismo principal de seleccién negativa (delecion clonal) de los
linfocitos T autorreactivos y de hecho este mecanismo se puede emular
cuando se exponen los linfocitos T inmaduros a anticuerpos que reac-
cionan contra sus TCRs (Schwartz, 1993). Por el contrario, los linfocitos
T que reconozcan de forma parcial o débilmente el péptido antigénico
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seran seleccionados positivamente. De esta forma los péptidos autéctonos
esculpen el sistema inmune determinando la seleccion positiva o negativa
de los linfocitos T citotdxicos o auxiliares. Por tanto, no es sélo el hecho
en si de reconocer o no un péptido autoctono sino la avidez con la que
este péptido es reconocido (Schwartz, 1993).

WEHI-231 Esplenocitos B

Medio

r 1T —T LY LI, S N S S S SRS

anti-igM
—
anti-igM
+
CD4oL . T

ODIAdIO/AL

Figura 5. Histogramas mostrando el ciclo celular de células B inmaduras de la linea celular
WEHI-231 y de células B de bazo {donde coinciden células B inmaduras, maduras y
diferenciadas). En ambos casos el tratamiento con anticuerpos anti-IgM induce ia apoptosis
y el tratamiento simultidneo con el ligando de CD40 (CD40L) ia inhibe.

Por otro lado, se asume ademds que las sefiales intracelulares que
gobiernan la diferenciacion (seleccién positiva) o la apoptosis (seleccion
negativa) deben ser diferentes y que la avidez de la adhesidn de las células
T por las células APC que presentan el antigeno controla su induccion.
Existe actualmente mucha controversia sobre cual es en realidad la célula
que presenta el antigeno a la célula T en el timo y que por tanto influye
en la seleccion negativa de la misma. Entre los candidatos altamente
probables se encuentran las células epiteliales del timo y las células
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dendriticas. Algunos autores consideran posible que en el timo sean las
células epiteliales las que gobiernen los procesos de anergia clonal y los
macrofagos los de apoptosis de las células T, basdndose en la diferencia
de densidad de MHC+péptido en las membranas de ambos tipos de células
APC (Janeway et al, 1992). Otros autores sostienen que las células
epiteliales también estdn implicadas en la seleccién positiva de los
timocitos (von Boehmer, 1994). Las células dendriticas por otra parte
juegan un papel opuesto en los linfocitos T maduros de la periferia a los
que activan de una forma potente (Nossal, 1994). La razén de estos
efectos tan opuestos puede residir en la capacidad del TCR para transmitir
un tipo de sefial intracelular que puede ser muy distinta si se trata de un
linfocito T inmaduro o un linfocite T maduro. En este sentido, se ha
sugerido que la sefial que transmite el TCR de los timocitos sea una sefial
incompleta o ambigua que avocaria a la célula a sufrir apoptosis (Smith
et al, 1989).

Tal vez la primera sugerencia sobre la eliminacidén por muerte
celular de los timocitos autorreactivos cuando estos reconocen su antigeno
surgié de Lederberg en 1959 (Lederberg, 1959). Dos decadas mas tarde,
la primera indicacidon de que los linfocitos T se mueren por apoptosis en
el timo surgié de los experimentos de Wyllie quien mostré que la
administracién de glucocorticoides en ratones inducia una muerte masiva
y fulminante de los timocitos (Wyllie, 1980). Mas recientemente se
demostré que la muerte por glucocorticoides es uno de los procesos
fisiologicos por los que los linfocitos T sufren delecidon clonal por
apoptosis in vivo (Gonzalo et al, 1993; Vacchio et al, 1994), proceso que
también puede ser reproducido in vitro (Fig.1). Los trabajos de Kappler
y colegas demonstrando que los superantigenos inducian la muerte masiva
solo de aquellos linfocitos T que portaban en su receptor TCR la region
variable Vb que se unia a dicho superantigeno, aportaron nuevas
evidencias de que la seleccion negativa de los linfocitos T en el timo se
producia por delecién clonal especifica (Kappler et al, 1987). La
administracion en ratones de altas dosis de anticuerpos anti-TCR o de
superantigenos, como las enterotoxinas de staphylococcus, resulta en la
delecidn en el timo de las células T que expresan el receptor antigénico
TCR que se une especificamente al anticuerpo o al superantigeno (Kawabe
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& Ochi, 1991; Gonzalo et al, 1994a). Estudios mas recientes han aportado
datos de que esta delecién era causada por muerte apoptotica (Gonzalo,
1992; Gonzalo, 1994a).

Los anticuerpos dirigidos contra el complejo del TCR, si bien no
pueden imitar del todo la estimulacién que induce un antigeno presentado
por la célula a través del MHC, resultan muy utiles para €l analisis de la
activacion de las células T. De hecho se han descrito en muchos trabajos
que los anticuerpos anti-TCR (anti-CD3) son capaces de inducir apoptosis
en timocitos humanos y murinos en células T transformadas y células T
maduras activadas (McConkey et al, 1989; Smith et al ,1989, Newell,
1990, Lenardo, 1991). Mediante este tipo de estudios in vitro se ha podido
deducir que seflales muy diferentes pueden conducir hacia el mismo
programa de apoptosis y muy probablemente estas seilales estén reguladas
por rutas bioquimicas distintas. De hecho, las rutas de sefiales intracelu-
lares pueden ser activadas de diferente manera si una célula T es activada
por anticuerpos anti-TCR, glucocorticoides, o un factor como la IL-2.
Ademas hay evidencias muy claras de que la sensibilidad frente a la
induccion de la apoptosis es muy diferente si se trata de una célula T
inmadura del timo o una céiula T madura de la periferia. Asi por ejempio
mientras los timocitos sufren apoptosis en respuesta a un tratamiento con
glucocorticoides o anticuerpos anti-TCR (Wyllie, 1980; Smith et al, 1989)
los linfocitos maduros de la periferia necesitan ser previamente activados
para disparar el programa de muerte celular (Russel et al, 1991; Wessel-
borg et al, 1993a). Por tanto, la apoptosis es un proceso fisiolégico que
contribuye al modelado del repertorio del TCR de los linfocitos T que
salen a la periferia.

5.- APOPTOSIS PERIFERICA

Estudios muy recientes indican que la sensibilidad de los linfocitos
T frente a la apoptosis no estd restringida solamente a los timocitos. Los
linfocitos maduros de la periferia también sufren apoptosis bajo deter-
minadas circunstancias (Kabelitz et al, 1993). Esto conlleva a que la
apoptosis juegue todavia un importante papel en la periferia contribuyendo
a la regulacién de la respuesta inmune incluyendo el establecimiento de
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la tolerancia periférica.

No se sabe con certeza si el mecanismo de control del tamafio de
las poblaciones T por apoptosis es el responsable del mecanismo de
tolerancia periférica frente a antigenos propios especificos de tejidos.
Cuando el linfocito T maduro abandona el timo para entrar en la periferia,
su TCR podria reaccionar con un péptido "parecido” a aquel con el que
interacciond una vez en el timo, pero esta vez, si la avidez es fuerte, el
linfocito T reaccionara respondiendo a la estimulacion antigénica mediante
la proliferacién, diferenciacién en célula efectora, reaccionando contra
todo agente tanto invasor como interno que porte ese péptido. No obstante,
entre la progenie de células T estimuladas por el antigeno, ain otra vez la
gran mayoria de ellas mueren por apoptosis y s6lo una pequeiia fraccion
se desarrolla en células efectoras y células de memoria. Este es un proceso
de induccion de muerte por activacion que puede ser potenciada cuando
se expone a estos linfocitos estimulados por el antigeno a factores de
crecimiento tales como la interleucina 2 (IL-2) (Lenardo, 1991). Este
fenémeno de muerte por apoptosis en linfocitos maduros activados podria
ser un mecanismo homeostatico que funciona para regular ¢l tamaiio de
la poblacién de clones T estimulados por un antigeno. Por otro lado, los
datos recientes relativos al estudio de ratones MLR-Ipr/lpr, de los que
dedicaremos un espacio en este capitulo, indican que la apoptosis puede
ser un mecanismo importante para regular la tolerancia periférica (Nagata
& Goldstein, 1995).

Existe, por tanto, el consenso general de que las células T maduras
en su estado de reposo no sufren apoptosis mediada por su TCR en
respuesta por ejemplo a anticuerpos anti-TCR a no ser que se produzcan
otro tipo de sefiales coactivadoras. Este hecho puede tener consecuencias
graves en pacientes de SIDA ya que se ha observado que la estimulacién
del receptor CD4 facilita la subsecuente apoptosis de las células T maduras
en respuesta a anticuerpos anti-TCR (Newell et al, 1990; Oyaizu et al,
1993). Este fenémeno explicaria el hecho de que la unién del receptor
CD4 a la proteina gpl20 del virus del SIDA promueva la apoptosis
cuando la célula T encuentra su antigeno at través de su TCR (Groux et
al, 1992; Oyaizu et al, 1993; Gougeon & Montagnier, 1993).

La susceptibilidad a la apoptosis depende también de la fase del
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ciclo celular en que se encuentra la célula T o B. Asi por ejemplo, las
células que se bloquean en fase Gy del ciclo celular son resistentes a la
muerte inducida por la estimulacion del TCR, mientras que las células que
se bloquean en la fase S del ciclo celular son muy propensas a sufrir
apoptosis (von Boehme & Lenardom, 1993). Segun los datos publicados
existen evidencias que sugieren que las células T maduras se activan
primero por el antigeno, proliferan siguiendo varios procesos del division
celular hasta adquirir una sensibilidad a las sefiales de apoptosis de una
forma que ain no se comprende bien (Russel et al, 1991; Wesselborg et
al, 1993). Muchos datos sugieren que en este tipo de procesos intervienen
los niveles de expresion de la molécula Bcel-2 que regula la inhibicién de
la apoptosis, asi como la expresién de la molécula de superficie Fas que
induce la apoptosis, correlacionandose también la expresion de ambas
proteinas con los niveles de expresién de CD45RO en la superficie celular.
Asi por ejemplo, las células T que son CD45RQO" se caracterizan por
expresar niveles muy bajos de Bcl-2 y por tanto son mas susceptibles a
sufrir muerte por apoptosis (Kabelitz et al, 1994).

Por otra parte, afortunadamente la selecion periférica en los
linfocitos T no depende solamente de la avidez del péptido sino también
de la cantidad del péptido que se encuentra. Cantidades pequeiias
permanentes o intermitentes no consiguen alcanzar el umbral de reaccion
del sistema inmune. Cantidades altas pueden provocar un "shock” en el
sistema inmune induciendo paradégicamente la apoptosis masiva de ciertos
clones de células T, al mismo tiempo que la tolerancia y por tanto no
responder frente al antigeno. Esta tolerancia especifica del antigeno se
denomina "supresién por dosis alta" o "zona de alta tolerancia” e implica
mecanismos de delecidn extratimicos. Parece ser que cantidades inter-
medias para un determinado antigeno son las que permiten inducir una
respuesta inmune. Un ejemplo de la delecién por altas dosis lo constituye
la terapia mediante administracioén de dosis elevadas del péptido MBP que
provoca la delecién de células T reactivas para la proteina bdasica de
mielina (MBP), que promueven el desarrollo de la encefalitis alérgica
experimental (EAE), una enfermedad autoinmune similar a esclerosis
multiple en humanos (Critchfield et al, 1994).
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6.- CONTROL DE LA APOPTOSIS DESDE LA MEMBRANA CELULAR

Segiin Raff, todas las células del sistema inmune estan programadas
para responder a una seflal que las conduce a la poptosis (Raff, 1992).
Pero el rescate o evasion del programa de apoptosis se puede producir
dependiendo del estado de maduracion del linfocito cuando combinaciones
especificas de moléculas de superficie se unen a sus ligandos al mismo

tiempo que se estimula el receptor antigénico. Algunos estudios han
* identificado ciertas moléculas que contribuyen a la activacion del linfocito
y que se clasifican como moléculas coestimuladoras (Kroemer & Martinez,
1992; Krammer et al, 1994). Entre estas moléculas se encuentran B7/BB1,
HSA (de "heat stable antigen™), CD40, CD20, CD28, CD2 y los receptores
de ciertas citoquinas (Janeway & Goldstein, 1992; Genaro et al, 1994;
Baixeras et al, 1994).

Desde el afio 1962 se conoce que el caracter de extrafio o foranco
de una proteina no es suficiente por si mismo para generar una respuesta
inmune (Dresser, 1962). Bretscher y Cohn lanzaron la teoria de la doble
sefial, seglin la cual para que un linfocito se active requiere la sefial 1 a
través de su receptor antigénico y una sefial 2 que se genera por el
contacto de las membranas del linfocito y otra célula (a través de
receptores de membrana) o bien a través de moléculas mensajeras (hoy
llamadas linfoquinas) (Bretscher & Cohn, 1970). Ambos autores ya
predijeron que el linfocito seria inactivado si s6lo recibia la sefial 1 y
correctamente activado si recibia ambas sefiales: 1+2. Su teoria explica
hoy en dia que la unién del receptor con su antigeno en ausencia de una
segunda seflal provocaria la anergia clonal o incluse la apoptosis
(Schwartz, 1990). La naturaleza de la sefial 2 puede provenir de productos
microbianos tales como los existentes en el adyuvante de Freund o
lipopolisacaridos bacterianos de caracter mitogénico, la interleucina 1
(IL-1), la interleucina 2 (IL-2), o CD40, CD20, o de las proteinas de la
matriz extracelular como las proteinas de adhesion (ICAM, CD2, CD4,
etc). Estas ultimas tienen gran relevancia en las células presentadoras de
antigeno APC, células T y B, especialmente cuando se activan hasta el
punto de que la respuesta del sistema inmune puede estar mediada por las
moléculas de adhesion. Asi por ejemplo la coligacion del TCR e ICAM-1
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0 V-CAM-1 aumenta la activacién de la apoptosis en células T CD4"
humanas. La interaccion de células T y células APC mediante las
moléculas CD28/CTLA4 (en células T) y su ligando B7 (en células APC)
parece tener mucha importancia en la activaciéon de ambos tipos de células,
si bien los estudios hasta ahora realizados pueden ser todavia un tanto
controvertidos debido a identificacion de dos ligandos diferentes para
CD28/CTLA4 como son el B7-1 y B7-2 que parecen tener un efecto
distinto. Pero aun asi hay datos que indican que si las células T reciben
una estimulacién via TCR en ausencia de ia interaccion CD28/B7 éstas
pueden devenir anérgicas (Linsley & Ledbetter, 1993). En un interesante
trabajo, Groux y colegas observaron que el anticuerpo anti-CD28 prevenia
la apoptosis de los linfocitos T CD4" activados de pacientes asintométicos
infectados por el virus del SIDA, llegando incluso a restaurar su respuesta
proliferativa frente a un estimulo (Groux et al, 1992). Este hecho podria
tener importantes implicaciones en el disefio de estrategias terapéuticas
dirigidas a la prevencién del desarrollo de la enfermedad del SIDA.
Como se menciona anteriormente, en el caso de los linfocitos B,
la union del antigeno a su receptor BCR correspondiente puede iniciar el
proceso de la apoptosis. Para escapar de esta apoptosis, la célula B
requiere una sefial adicional proveniente de la interaccion de otra molécula
de su superficie con el ligando correspondiente. El didlogo entre el BCR,
receptores de citoquinas, y otros receptores de superficie con sus
respectivos ligandos, juega un papel critico en la decisién final de cometer
suicidio celular. Una de las moléculas que funcionan como coestimulador
en células B y que estd implicada en el rescate de la apoptosis inducida
por el BCR lo constituye CD40 (Tsubata et al, 1993). Esta molécula de
45-50 kDa, pertenece a la familia del receptor para el factor necrosante de
tumores o (TNFa R) y se expresa desde los estadios tempranos de la
maduracién de los linfocitos B (revisado en Clark &Ledbetter, 1994;
Baixeras et al, 1994). El efecto anti-apoptdtico de CD40 resulta paradéjico
dada su homologia estructural con el receptor para TNF y con el receptor
Fas/APO-1 cuya interaccion con su ligando induce la apoptosis en muchas
células incluyendo las células B. El ligando de CD40, CD40L, es una
glicoproteina de 39 kDa de tipo Il que se expresa transitoriamente sélo en
células T CD4"activadas. CD40 no solo se expresa en las células B sino
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también en células dendriticas foliculares, células dendriticas de la médula
Osea, macrofagos activados, y células epiteliales del timo. Las interac-
ciones CD40-CD40L pueden por tanto regular la maduracion de las células
T via interacciones que no implican las células B (Clark & Ledbetter,
1694).

La interaccién de CD40-CD40L transmite una sefial en la célula B
para la induccién de su activacién y produccion de inmunoglobulinas
(Noelle et al, 1992; Lederman et al, 1994). El sistema CD40-CD40L
permite entrar a una gran mayoria de células B en el ciclo celular llegando
incluso a proliferar. Cuando esta interaccion se hace en presencia de un
anticuerpo dirigido contra el BCR o en presencia del antigeno especifico,
en lugar de producirse apoptosis se produce no sélo un rescate de esta
muerte sino también una potenciacion de la proliferacién celular (Durie et
al, 1994). Esto indica la enorme importancia que tienen las interacciones
de células T con las células B en el momento en que la célula B se
encuentra con su antigeno (Clark &Ledbetter, 1994). De hecho, en el lugar
que se produce un dafio infeccioso, los agentes patdégenos/antigenos son
capturados por las células dendriticas que migran a través de los vasos
linfaticos hasta las areas paracorticales de los érganos linfoides secun-
darios. Una vez alli, las células dendriticas presentan el antigeno procesado
a las células T que como consecuencia se activan al reconocer su antigeno.
A partir de este momento se inicia toda una serie de activaciones en
cadena: la cé€lula T activada expresara en su membrana el CD40L, proceso
que a su vez permite concomitantemente la hiperactivacion de la célula
dendritica para que presente mas antigeno en su superficie; al mismo
tiempo se induce la secrecion de factores quimiotacticos que pueden atraer
otras células como T CD8" y células B. Las células T CD4" pueden
también empezar a secretar citoquinas que participan en su proliferacion
autocrina o bien en la proliferacion paracrina y diferenciacion de células
CD8" y células B reclutadas. La interaccion de la célula B con fa célula
T puede dar lugar en este momento a dos procesos diferentes: uno dara
lugar a la generacion de blastos plasmaticos que se convertiran en células
productoras de anticuerpos, proceso independiente de la interaccién
CD40-CD40L. Un segundo proceso de activacion posible de las células B
dard lugar a la generacidon de células B blasticas que migrardn a los
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foliculos primarios para iniciar la formacién de los centros germinales.
Este segundo proceso parece ser estrictamente dependiente de la interac-
ci6n CD40-CD40L. {(Banchereau et al, 1994). Estas células B se convierten
en centroblastos que entran en un proceso de expansion clonal sufriendo
mutaciones somaticas a través de mecanismos aun poco claros. Estos
centroblastos se diferencian en centrocitos que dejan de proliferar y que
son sometidos a una seleccién dependiente del antigeno que se encuentra
ya presente en forma de inmunocomplejos en la superficie de las células
dendriticas foliculares. Las células B no seleccionadas mueren por
apoptosis. Por el contrario las células B seleccionadas presentaran en su
superficie el antigeno, ya procesado, a las células T que han proliferado
durante el proceso extrafolicular y que finalmente migraron a los centro
germinales (Fuller et al, 1993). Esta interaccién de células B/T probable-
mente implique a CD40 y como consecuencia se producird primero la
expansion de las células B que portan en su superficie BCR de alta
afinidad para el antigeno y, finaimente, el cambio de isotipo de in-
munoglobulina. La activacion a través de CD40 esta probablemente
también implicada en la diferenciacion del centrocito a célula plasmatica
o bien a célula B de memoria. De hecho, la doble activacion a través del
BCR y CD40 induce a los linfocitos B a diferenciarse a células de alta
tasa de produccién de inmunoglobulinas. Una vez eliminado el antigeno,
las células B paran su diferenciacion masiva a células B plasmaticas para
revertir a una situacion de célula de memoria (Banchereau et al, 1994).
La observacion de que las células B de los centros germinales
mueren por apoptosis a no ser que sean rescatadas por la interaccion del
BCR/antigeno y CD40/CD40L refleja al mismo tiempo la eliminacion de
los linfocitos B circulantes no utiles que no han encontrado su antigeno y
que por tanto no han recibido ayuda de las células T (Banchereau et al,
1994). Un ejemplo ilustrativo sobre la capacidad de la molécula CD40
para rescatar la célula B de la apoptosis lo constituyen los ensayos
realizados en la linea WEHI 231 y en células B de esplenocitos de ratén
en los que el tratamiento in vitro de estas células con anticuerpos
anti-BCR vy el ligando soluble de CD40 rescatan de la muerte (Fig. 5).
Pero la funcién de la molécula CD40 se ha podido constatar in vivo con
la generaciéon de ratones deficientes en la expresion de CD40 o en la
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expresion de CD40L (Kawabe et al, 1994; Xu et al, 1994). La carac-
terizacion de los ratones deficientes para CD40 muestra que los niveles de
anticuerpos IgM frente a antigenos Timo-dependientes estaban algo
aumentados, pero no asi los de IgG, IgA e IgE que eran bastante inferiores
con respecto a ratones normales, lo que indica que CD40 es esencial para
la induccién del cambio de clase de inmunoglobulina. Ademas la
formacidn de los centros germinales en estos mutantes era defectuosa. Sin
embargo, la respuesta de anticuerpos IgM e IgG frente a antigenos
timo-independientes resultaba normal. De forma bastante similar los
ratones mutantes negativos para CD40L mostraban una respuesta
deficiente de anticuerpos IgM frente a antigenos timo-dependientes y una
incapacidad para formar centros germinales, aunque respondian de forma
normal a antigenos timo-independientes {Xu et al, 1994).

La molécula CD2 tiene un interés particular. Esta molécula se
expresa en células B y T en raton y sélo en células T y ciertas poblaciones
de células B precursoras y células B del timo en humanos. En el sistema
murino, CD2 actia como una molécula de adhesion en las células B y su
estimulacién por anticuerpos o por su ligando CP48 no parece inducir
ninguna de las sefiales de activacion convencionales (movilizacién de Ca*,
hidrolisis de phosphoinositol, PKC etc; Genaro et al, 1994). Sin embargo,
la interaccion con su ligando CD48 promueve una sefial atin desconocida
que rescata de la muerte a linfocitos B maduros cuando se exponen en
presencia de su antigeno o de anticuerpos anti-BCR. Ademndas este
fenémeno parece ir acompafiado con aumentos o al menos con la
estabilizacion de la proteina Bel-2 citopldsmica que estd directamente
implicada en la inhibicién de la apoptosis en muchos sistemas (Genaro et
al, 1994; Baixeras et al, 1994). Mas aln, la expresion temprana de CD2
en linfocitos inmaduros coincide con los patrones de expresion de Bel-2
durante el desarrollo ontogénico de linfocitos B (Merino et al, 1994;
Baixeras et al ,1994). En células T humanas, la incidencia de CD2 en la
apoptosis depende de la naturaleza del ligando y del estado de activacion
del linfocito. Parece ser que la combinacion especifica de dos anticuerpos
dirigidos contra epitopos diferentes de CD2 junto con el estado de
activacion del linfocito pueden ser cruciales para dirigir a la célula T hacia
un proceso de proliferacion o hacia un proceso de muerte celular
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(Wesselborg et al, 1993b).

Otro tipo de co-estimulaciéon inhibidora de la apoptosis lo
constituye la inducida por factores solubles como las citoquinas (Baixeras
et al, 1993). En el caso de la induccién de la apoptosis a través del
receptor antigénico ésta puede ser parcialmente prevenida por las
interleuquinas IL-4, IL-5, o €]l TNFa y IFNy (Baixeras et al, 1993). De
nuevo este tipo de coestimulo implica la interaccién o colaboracion
especifica de otras células. Asi por ejemplo el sobrenadante de células Th2
que contiene IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y otras linfoquinas proteje a las
células WEHI 231 de la muerte inducida por anticuerpos anti-IgM que
emularian al antigeno propio, sin embargo este efecto no se observa con
el sobrenadante de las células Thl que contiene fundamentalmente IL-2,
IFNg (Baixeras et al, 1993).

En condiciones puramente fisiolégicas la sefial de muerte celular
no se inicia necesariamente desde el receptor antigénico. Existen otros
receptores que de hecho parecen estar presentes en la célula activada con
el fin Gnico de asegurar la muerte clonal de la misma. Tal es el caso de
los receptores para glucocorticoides, factor transformante del crecimiento
B-1(TGF-81), factor necrosante de tumor (TNF) y el receptor Fas/-
APO-1. Este ultimo pertenece, al igual que CD40, a la familia del
receptor para el TNF. La molécula Fas se expresa en timocitos y en
particular estd altamente expresada en células T activadas, linfocitos T
transformados con el virus de la leucemia HTLV-1, con el virus de la
inmunodeficiencia HIV y con el del Epstein-Barr, EBV. Al igual que para
el receptor de TNF, la sefial especifica de muerte reside en un dominio
conservado de la zona citoplasmica del receptor. Si bien el tratamiento de
células T activadas con anticuerpos anti-Fas induce la apoptosis de las
mismas, no ocurre asi en células T en reposo (Nagata and Golstein, 1995).
La funcién de Fas juega un importante papel en la eliminacion de
linfocitos de la periferia que han sido activados por un antigeno extrafio,
lo que se interpreta como un mecanismo para asegurar que el organismo
no se llene de un exceso de hinfocitos T activados. De hecho, parece ser
que la interaccion con el antigeno promueve la sobre-expresion de Fas en
la superficie celular haciendo a estos linfocitos mas vulnerables a la
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muerte mediada por la interaccién Fas con su ligando que se expresa
también en células T activadas. Si bien Fas parece tener un relevante papel
en la periferia, no parece, sin embargo, que juegue un papel importante en
la seleccion negativa dentro del timo como lo demuestran los ensayos
realizados en ratones [pr que carecen del gen Fas (Nagata & Golstein,
1995). El sistema Fas es uno de los mecanismos implicados en la
citotoxicidad mediada por las células T y se piensa que mediante un
sistema parecido opere a la hora de eliminar las células T activadas. El
ligando de Fas (FasL) tiene homologia estructural con el CD40L, TNF,
CD27, etc, pertenecientes todos a la familia del TNF. Al contrario que el
CDA40L., el FasL solo se encuentra en células T activadas, pero no asi en
macréfagos, células B, fibroblastos células endoteliales, ni en células del
estroma timico, lo que implica que la activacién de Fas corre a cargo de
c€lulas T. De hecho, la interaccidén Fas/FasL puede ocurrir de tres formas
tedricas: bien como un mecanismo mediado por un sistema parecido al de
citotoxicidad entre dos células; bien mediante la interaccion de los dos
receptores en la misma célula a través de un mecanismo no conocido que
puede implicar cambios en el plegamiento de las dos moléculas; o bien
mediante la secrecién de una forma soluble de FasL para actuar sobre la
propia célula o sobre otra célula que exprese Fas (Nagata & Golstein,
1995). En ausencia de una apropiada expresion de Fas (ratones mutantes
ipr) o del ligando de Fas (ratones mutantes g/d), se produce una acumula-
cion de linfocitos T activados que puede degenerar en procesos autoin-
munes patolégicos que describiremos mas adelante.

De forma similar, los linfocitos B parecen estar sujetos a la
eliminacion por la activacioén de Fas s6lo en la periferia cuando éstos son
activados por antigenos propios o extrafios que asimismo inducen la
sobre-expresién de Fas en la superficie. Se piensa que este mecanismo
probablemente incida de forma notoria en la eliminacion de las células B
autorreactivas y este proceso estaria bloqueado en los ratones Ipr o gld, en
los que las células B que escapan a esta delecién son las responsables de
la produccion a gran escala de inmunoglobulinas y concretamente, de
autoanticuerpos en estos ratones. La funcién de Fas se hace evidente en
la linea celular murina A20 que representa células B maduras y que
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expresan Fas en su superficie. Estas células mueren a las 5 horas después
de la exposicion al anticuerpo anti-Fas (Fig. 4).

Por tultimo, merece la pena mencionar a la funcion y efecto, en el
contro! de la apoptosis que tienen los receptores para glucocorticoides
en el sistema inmune. En efecto, es conocido desde hace tiempo que la
involucién inducida por el timo, causada por el estrés, es debida a la
produccién de glucocorticoides (Jondal et al, 1995). Mas recientemente se
pudo comprobar que tal involucion era debida a la muerte por apoptosis
de los timocitos, constituyendo uno de los ejemplos clasicos de muerte por
apoptosis in vivo (Wyllie et al, 1980). Esta induccidén de la apoptosis
parecia ademds ser selectiva dentro del timo ya que la administracion en
ratones de dosis determinadas de glucocorticoide induce la muerte rapida
de los linfocitos T inmaduros CD4"CD8", que constituyen el 80% del total
de timocitos, pero no asi la de los linfocitos precursores que ain no
_expresan el TCR en su superficie, ni tampoco la de los linfocitos maduros
CD4" o CD8" (Wyllie et al, 1980). Los linfocitos T maduros de la
periferia no son sensibles a los glucocorticoides a no ser que hayan sido
previamente activados (Kabelitz, 1993). Algunos mediadores inflamatorios
como las interleuquinas, el interferén (IFN) o el TNF son capaces de
inducir la secrecion del factor CRF (corticotropin releasing factor) del
hipotalamo y la hormona ACTH (adrenocorticotropica) de la glandula
pituitaria (Jondal et al, 1995). En trabajos recientes, se ha podido
demostrar la mmplicacién in vivo de los glucorticoides en la apoptosis
clonal de células T periféricas hiperactivadas (Gonzalo et al, 1993).
Concretamente, la activacion policlonal de células T por inyeccion de
anti-CD3 o de la enterotoxina B (SEB) de Staphylococcus aureus, que
actia como un superantigeno, parece inducir un aumento de los niveles de
glucocorticoides en sangre (Gonzalo et al, 1993).

Se ha postulado que la seleccion negativa, en el timo y en la
periferia, puede estar parcialmente regulada también por la produccion
enddgena de glucocorticoides. De hecho, algunos datos indican que
probablemente los componentes del epitelio del timo produzcan sus
propios niveles de glucocorticoides y que estos participen en la seleccidon
de los timocitos (Vacchio et al, 1994). Algunos autores han sugerido que
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en ausencia de reconocimiento de lo propio, los timocitos serfan vul-
nerables a la apoptosis mediada por tal produccion enddgena de glucocor-
ticoides. Por el contrario, los timocitos con afinidad intermedia para el
antigeno propio se rescatarian de esta apoptosis por seifiales intracelulares
alin no muy bien definidas. Los timocitos, tanto sensibles como resistentes
a los glucorticoides asi como los linfocitos T maduros tienen aproximada-
mente el mismo ndmero de receptores para glucocorticoides y con similar
capacidad de union a las hormonas. Este hecho indicaria que el mecanismo
de regulacion de la apoptosis por glucocorticoides en timocitos inmaduros
es diferente del de los linfocitos T maduros. Probablemente la diferencia
resida en el caracter de factor de transcripcion inherente al receptor del
glucocorticoide, el cual al unirse a su hormona se transloca al nticleo de
la célula para unirse a la secuencia de ADN especifica del promotor del
gen cuya expresion va a regular. Ademas resulta razonable especular que
la exposicion libre de dicha secuencia de ADN a la que se tiene que unir
el receptor hormonal dependerd del estado de activacion y de maduracion.
Por otro lado, parece ser que los niveles de Bel-2 juegan un papel en el
rescate de la apoptosis inducida por glucocorticoides, debido al hecho de
que precisamente los timocitos CD4"CD8’, que son muy sensibles a
glucocorticoides, presentan niveles inapreciables de Bel-2 mientras que los
maduros, que son mas resistentes a glucocorticoides, poseen niveles
estables de esta molécula inhibidora de la apoptosis. De igual modo, los
efectos del glucocorticoide dexametasona en linfocitos B depende de su
estado de maduraciéon ya que las células Pre-B y B inmaduras son mas
sensibles al tratamiento que las células pro-B y B maduras, lo cual al 1gual
que para las células T se correlaciona con los niveles de Bcel-2, altos en
Pro-B y B maduras y bajos en Pre-B y B inmaduras (Merino et al, 1994).
Los mecanismos por los que los receptores de membrana inician
la sefial de muerte o el rescate de la misma alin son una incognita, pero
se conocen ya varias proteinas intracelulares que de algiin modo conectan
con los receptores de membrana y que son responsables de la decisién de
muerte o supervivencia de la célula y que exponemos a continuacion.
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7.- PROTET_NAS INTRACELULARES QUE CONTROLAN LA APOPTOSIS.

La maquinaria que utiliza la célula para inducir su propia muerte
esta bastante conservada durante la evolucidén desde los nematodos hasta
los mamiferos. La apoptosis en nematodos (C.elegans) es inhibida por la
proteina Ced-4 e inducida por Ced-3, ambas localizadas en el citosol. En
marmniferos, la apoptosis es inhibida por Bcl-2, homdlogo de Ced-4 e
inducida por ICE, homoélogo de Ced-3. En un principio se centraron los
estudios en la busqueda de las endonucleasas involucradas en la fragmen-
tacion del ADN en nucleosomas dado que ésta era una de las carac-
teristicas que definian a la apoptosis, aunque no la Gnica. En estudios
recientes se ha podido comprobar que la apoptosis se puede producir
también en células anucleadas, lo que indica que la maquinaria asi como
la decisién de la muerte celular se encuentra en el citosol. A continuacion
se describenn las principales proteinas citosdlicas que hasta ahora se
conocen como directamente implicadas en la regulacidon de la apoptosis
centrandonos en la familia Bcl-2, la familia ICE y en factores de
transcripcion.

La familia Bcl-2. El proto-oncogen Bcl-2 ha sido muy estudiado
por su implicacién directa en el rescate de la apoptosis inducida bajo
ciertas circunstancias. Bcl-2 fue originariamente identificado como un
oncogen presente en linfomas foliculares cuya sobre-expresion se debia a
una translocacién de su gen al locus de la cadena pesada de las inmuno-
globulinas, quedando asi sujeto a la accion del potente promotor del gen
para las inmunoglobulinas. El producto de la expresion del gen Bel-2 es
una proteina de 25 kDa cuya secuencia de aminodcidos se pudo comprobar
que poseia cierta homologia con una proteina del virus de Epstein Barr
(Marchini et al, 1991). A pesar de los exhaustivos estudios a los que se ha
sometido esta proteina no se conoce aun su mecanismo de accioén. Su
estudio ha dado lugar al descubrimiento de toda una familia de proteinas
homélogas citosdlicas que estan directamente involucradas en el control
de la apoptosts tanto de forma positiva como negativa (Fig. 6). La
proteina Bcl-2 se asocia a membranas y en su localizacién intracelular se
encuentra normalmente asociada a la envuelta nuclear, reticulo endoplas-
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mico y la membrana interna mitocondrial (Hockenbery et al, 1991;
Jacobson et al, 1994).

LA FAMILIA BcL-2

A B c ™
m SRS ==l  Bcl-20 26kDa

N DAY NN Bcl-2p 22kDa
A B c ™
N SNl Bel-xL 26 kDa
Py Bcl-xs 18 kDa
B ¢ ™  RAD _24 Kkpa

SIS pak 24 kDa

B c ™ BAX o membranal 21 kDa

' BAX B citosollca 24 kDa
SSSSNEERSSSNEEE gAX 11 " 4,5 kDa
BAX v2 " 4,5 kDa

Figura 6. La familia Bcl-2 esta representada por varias proteinas citosélicas que presentan
homologia en sus regiones B y C donde parece residir su capacidad para dimerizar unas con
otras. Todas presentan una region hidrofdibica (TM} con cierta homologia que parece estar
implicada en su asociacién a membranas intracelulares. La region A esti presente en los
miembros de la familia implicados en el rescate de la apoptosis y su funcion es aln
controvertida.

Se sabe que la infeceidn por virus induce normalmente la apoptosis
celular (muerte altruista) como un mecanismo de defensa, sin embargo, la
homologia que Bcl-2 guarda con las proteinas de ciertos virus sugiere que
éste sea un mecanismo que utilicen los virus para mantener a su célula
huésped viva hasta completar la fase litica de la infeccion. De hecho, la
sobre-expresion del proto-oncogen Bcl-2 protege varios tipos de células
contra la induccion de la apoptosis (Nuifiez et al, 1990; Strasser et al,
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1991a). Segiin estudios recientes parece ser que Bcl-2 protege a las células
de la apoptosis alterando la funcién mitocondrial y por tanto la mitocon-
dria estaria implicada en al apoptosis. En este contexto, mas recientemente
se ha podido demostrar que Bci-2 inhibe la apoptosis previniendo la
formacion de radicales libres (Kane et al, 1993; Hockenbery et al, 1993).

La inhibiciéon de la apoptosis por Bcl-2 se ha podido demostrar
mediante diferentes estrategias experimentales. Las células de linea Pro-B
FL-5.12 sufren muerte por apoptosis cuando se las priva de la IL-3 en su
medio normal de crecimiento. La transfeccion del gen Bcl-2 humano en
estas células las salva de la muerte dejandolas en un estado de paro de
crecimiento (Hockenbery et al, 1990). De la misma forma que las células
B inmaduras, las células WEHI 231 expresan unos niveles bajos de Bel-2
enddgenos y estos niveles decrecen ain mas cuando el receptor de
superficie [gM interacciona con el anticuerpo anti-IgM (Cuende et al,
1993). Si se transfectan estas mismas células con el gen del Bcl-2 humano,
la induccion de la muerte celular mediante la eliminacion de factores de
crecimiento, como el suero, o a través del receptor IgM se hace mucho
menos patente ¢ al menos mas ralentizada (Cuende et al, 1993).

En el timo, Bel-2 se expresa en los timocitos maduros de la médula
(CD4" y CD8") mientras que los timocitos inmaduros de la corteza (doble
positivos CD4"CD8") que mueren mayoritariamente por apoptosis, no lo
expresan, Sin embargo, la seleccién negativa en el timo puede o no
depender de Bcl-2. En ratones transgénicos para el Bel-2, si bien los
timocitos CD4"CD8" se hacen mas resistentes a la muerte por glucocor-
ticoides (dexametasona), anti-CD3 y por iondforos del Ca», el nimero de
timocitos totales no varia de forma consistente, lo que indica que la
seleccion negativa se sigue produciendo, a pesar de los altos niveles de
Bel-2 (Strasser et al, 1991a; Sentman et al, 1991). Una interpretacién
posible a este hecho es que en el timo, la induccién de apoptosis esta
regulada por diferentes vias que implican seguramente un conjunto de
genes distintos. Otra observacion interesante es que en estos ratones se
detecto un defecto parcial en la eliminacion de los linfocitos T portadores
de un receptor TCRE autoreactivo. Sin embargo, no parece que estos
ratones desarrollaran una enfermedad autoinmune como cabria esperar, lo
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que indica que los mecanismos como la induccidén de la anergia clonal
periférica de células T siguen operando en estos animales para evitar la
autoinmunidad. Por otro lado, el hecho de que Bel-2 si bloquee la
apoptosis inducida por ionomicina sugiere que Bcl-2 actie como un
estabilizador de los niveles de Ca*. Estas observaciones podrian explicar
por qué los neoplasmas humanos que sobre-expresan Bel-2 son relativa-
mente resistentes a quimioterapia con glucorticoides.

La expresion de Bel-2 en células B de médula ésea es un factor
importante en ¢l control de la apoptosis. Bel-2 se expresa a altos niveles
en las células Pro-B y en las células maduras IgM’IgD’. Sin embargo los
niveles bajan de forma drastica en la etapas intermedias desde células
Pre-B hasta el estadio de B inmadura IgM'IgD en los que los linfocitos
son sensibles a la induccion de la apoptosis por corticoesteroides (Merino
et al, 1994). Los ratones transgénicos para Bcl-2 presentan una resistencia
de sus células Pre-B e inmaduras al tratamiento con corticoesteroides al
igual que ocurria en los timocitos, asi como un aumento considerable de
células B maduras en reposo que se acumulan debido a una mayor
supervivencia. Ademas la respuesta humoral resulta mas prolongada
llegando a desarrollar autoinmunidad patologica por la presencia de
autoanticuerpos (Nufiez et al, 1991; Strasser et al, 1994) e incluso un alto
grado de linfoma maligno, lo que indica que la supervivencia mantenida
de los linfocitos resulta al final oncogénica (McDonnel & Korsmeyer,
1991).

Con el fin de estudiar la relevancia de la proteina Bel-2 se han
producido también ratones mutantes que carecen de la proteina Bel-2 (Veis
et al, 1993, Nakayama et al, 1993). En estos ratones el desarrollo
embrionario no se ve afectado, pero presentan retraso en el crecimiento y
una mortaldad postnatal temprana. La hematopoyesis y la diferenciacion
de los linfocitos es normal en su estado inicial pero el timo y el bazo
sufren una importante involucién a las cuatro semanas de edad, debido a
una apoptosis masiva de los linfocitos. Por otra parte, se desarrolla
también un proceso policistico severo en el rifién y se presenta un defecto
en el mecanismo redox en la sintesis de melanina, lo que indica que Bel-2
funciona a través de rutas antioxidativas (Veis et al, 1993).
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La secuencia de aminoédcidos de Bel-2 revelé en un principio una
proteina sin homologia con ninguna otra y sin ninglin motivo estructural
que le confiriera alguna funcién bioquimica. Esto hizo pensar en que Bc/-2
pudiera estar formando parte de algun complejo multimérico y al poco
tiempo despues se descubrié una nueva proteina de 21 kDa, Bax, que se
asociaba a Bcl-2 y que presentaba una homologia en dos dominios de
Bcl-2 denominados BH1 y BH2 o también B y C (Oltvai et al, 1993} (Fig.
6). Sin embargo, al contrario que Bcl-2, la funcién de Bax era precisa-
mente inducir la apoptosis. Mediante estudios de mutagénesis dirigida se
pudo comprobar que estos dos dominios B y C de Bel-2 estaban implica-
dos en la inhibicion funcional de la apoptosis y heterodimerizacion con
Bax (Yin et al, 1994). La capacidad de Bax para inhibir el efecto
antiapoptotico de Bcl-2 parecia ser dependiente del equilbrio entre estas
dos proteinas. Cuando Bel-2 esta en exceso el heterodimero Bax/Bcl-2 se
mantiene y las células se protegen frente a la apoptosis. Si la expresion de
Bel-2 decae, entonces Bax forma homodimeros y como consecuencia la
célula muere.

El analisis de la secuencia de los dominios B y C reveld la
existencia de una familia de genes (Fig. 6) relacionados estructuralmente
con Bcl-2 entre las que se encuentran: MCL-1 (humano), Bel-2 murino,
Bax (humano y murino), Bel-x (humano y murino), Al (murino), Ced-9
(C. elegans), LMWS-HL (del virus de la peste porcina), BHRF1 (del
virus del Epstein Barr), Bad (humano y murino) y Bak (humano).
Algunos de los miembros de esta familia se ha demostrado que pueden
interaccionar con ellos mismos formando homodimeros o con otros del
mismo grupo e incluso de distinto grupo formando heterodimeros. Me-
diante la técnica de doble-hibridacion, el grupo de Reed ha podido
demostrar las siguientes interacciones entre los miembros de la familia de
Bel-2: Bcel-2/Bcl-2, Bel-2/Bcl-xL, Bel-2/Bel-xs, Bel-2/Mcl-1, Bel-xL/-
Bcel-xL, Bel-xL/Bax, Bel-xL/Bcl-xs, Bel-xL/Mcl-1, Bax, Mci-1 (Sato et al,
1994). En condiciones fisioldgicas se han podido demostrar otras interac-
ciones adicionales y la naturaleza de estas dimerizaciones son de crucial
importancia para la funcion, ya que segin con quien se dimericen se
puede inducir la apoptosis o por el contrario inhibirla. En este sentido por
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ejemplo, Bel-x presenta dos isoformas: corta y larga. Ambas formas de
Bcl-x pueden dimerizar con Bcel-2, sin embargo mientras la forma larga
(Bcl-xL) inhibe la apoptosis, la forma corta (Bel-x s) la induce (Boise et
al, 1993). La proteina Bak también interacciona con Bcl-xL y promueve
la apoptosis, al igual que Bax (Chittenden et al, 1995). Bad puede
dimerizar tanto con Bcl-2 como con Bel-x desplazando a Bax, que al
quedar libre forma homodimeros restaurando asi el proceso apoptotico.

La homologia estructural que relaciona a estas proteinas, reside
fundamentalmente en las regiones B y C asi como en el dominio
hidrofébico carboxi-terminal (TM) que parece estar implicado en la
asociacion a membranas intracelulares. Existe otro dominio homdlogo en
la region amino-terminal (A) entre los genes Bel-2, Bel-x, Ced-9, BHRF]
y LMWS5-HL que precisamente no existe en las proteinas Bax, Bad que
son las que inducen la muerte. El dominio preciso implicado en la
dimerizacion de estas proteinas es todavia objeto de estudio pero segin los
datos recientes todo parece indicar que los dominios B y C asi como la
regidon amino terminal A, juegan un papel importante en la dimerizacion
aunque las consecuencias funcionales de la participacién de cada uno de
estos dominios en la dimerizacion puede ser diferente segun la proteina
(Sato et al, 1994).

Recientemente se han producido ratones deficientes en las proteina
Bcl-x y Bax (Motoyama et al, 1995; Knudson et al, 1995). Bcl-x se
expresa fundamentalmente durante el desarrolio ontogénico, y en cerebro,
timo, y rifion en el adulto. Los ratones carentes de esta proteina, sufren
una apoptosis masiva de las células hematopoyéticas inmaduras asf como
en neuronas inmaduras y mueren alrededor del dia 13 del estadio
embrionario (Motoyama et al, 1995). Los ratones deficientes de Bax
demostraban una hiperplasia selectiva de los timocitos y un aumento en
el numero de linfocitos B en bazo, aunque aparentemente los ratones
adultos eran normales (Knudson et al, 1995).

No se descarta la posibilidad de que Bcl-2 también interaccione
con otras proteinas citosdlicas o mitocondriales que no tengan homologia
con Bcel-2 y que explique su mecanismo de accién. Hasta ahora se conoce
el hecho de que Bcl-2 se asocia con la proteina GTPasa R-ras p23 (Fer-
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nandez-Sarabia & Bischoff, 1993) y con la treonina/serina quinasa Raf-1
{(Wang et al, 1994) lo que indica una relacion directa de componentes de
la ruta de traduccién de la sefial en la regulacion de la apoptosis por
Bel-2. BAG-1 es otra proteina citosdlica que no tiene homologia con
Bcl-2 pero que puede interaccionar con Bcl-2 funcionando también como
una proteina anti-apoptética (Takayama et al, 1995).

La familia ICE. Otra serie de proteinas implicadas en ¢l control
de la apoptosis celular la constituyen la recientemente descrita familia de
proteasas ICE. La cisteina-proteasa ICE (de interleucina-1-converting
enzyme) es homologa a la proteasa Ced-3 de C. elegans que esta direc-
tamente implicada en la induccién de la apoptosis (Yuan et al, 1993).
Parece ser que la mediadora de la induccidn de la apoptosis a través de Ia
estimulacidn de la molécula Fas de superficie o del receptor para TNF, es
precisamente ICE (Los et al, 1995). Estos dos receptores poseen un
dominio citopldsmico similar que estd relacionado con la capacidad de
ambas moléculas para transmitir la sefial de muerte y probablemente
utilicen la misma via para activar ICE. Las técnicas utilizadas para inducir
la sobreexpresion de ICE en células han demostrado claramente su
implicacién en la induccidn de la muerte celular. Ademds esta via de
muerte puede ser inhibida por la proteina crmA de poxvirus que inhibe
directamente las proteasas del tipo ICE y la muerte inducida por Fas y el
receptor para TNF (Los et al, 1995).

Se estan descubriendo nuevos miembros de la familia ICE:
Nedd-2/Ich-1, CPP32/Yama, Tx/Ich-2 y Mch-2 (Martin & Green, 1995),
que presentan una homologia bastante conservada en el péptido pen-
tamérico QACRG que se encuentra en el sitio activo de la proteasa. De la
misma forma que ICE, la sobreexpresion de cada una de estas proteasas
resulta en la induccién de la apoptosis. El hecho de que existan varios
homélogos de ICE sugiere la existencia de un mecanismo redundante de
la induccién de 1a apoptosts propio de mecanismos implicados en procesos
vitales en los sistemas mas evolucionados. En efecto, parece ser que los
ratones deficientes parala molécula ICE se desarrollan normalmente y sus
células sufren apoptosis de forma fisiolégicamente normal, excepto quiza
en la apoptosis de timocitos mediada por Fas (Kuida et al ,1995). No se
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excluye sin embargo, la posibilidad de que Fas utilice otro tipo de
proteasas parecidas a ICE, o incluso que inactive algin inhibidor de
proteasas del tipo crmA en su sefial de muerte. Esto indica por tanto que
al igual que ocurre con la familia Bcl-2, otras moléculas homologas a ICE
o incluso inhibidores de proteasas (del tipo crmA) estan también
implicadas muy directamente en los procesos de muerte fisiologica.
Factores de transcripcién. La proteina p53 ha sido descrita como
el supresor de tumores por autonomasia (Levine et al, 1991). Las
alteraciones en el gen p33 que provocan la inactivacion de su proteina
constituyen el defecto molecular mas comunmente asociado a la aparicién
de tumores en humanos. La funciéon primordial de p53 consiste en
preservar la integridad del genoma de la célula y cualquier dafio inducido
en el ADN (por luz U.V,, irradiacidén y, agentes quimioterapéuticos,
etoposide) provoca la aparicion de p53 y su estabilizacion. Puede entrar
y salir del nticleo celular y se sabe que altera la transcripcion de muchos
genes actuando como un regulador de la transcripcion p53 controla la
supresion de tumores a dos niveles: el primero es parando a la célula en
la fase G/S del ciclo celular para permitir reparar el dafio genémico antes
de la replicacién del ADN; el segundo es induciendo la apoptosis. De esta
forma p53 evita el riesgo de que las células hijas hereden el defecto en el
ADN. Curiosamente, dos de los genes sobre los que parece tener
incidencia son precisamente Bax y Bcl-2. Mientras p53 parece aumentar
la transcripcién de Bax, por el contrario es capaz de inhibir la transcrip-
ciéon de Bel-2 (Miyashita et al, 1994a; Miyashita et al, 1994b; Miyashita
& Reed, 1995). De hecho el promotor de Bel-2 possee una secuencia para
union de un elemento de respuesta negativa dependiente de p53 (Miyashita
et al, 1994b) y Bax posee cuatro sitios de union para p53 (Miyashita y
Reed, 1995). En los timocitos y células T periféricas, p53 parece jugar un
papel esencial en la induccion de la muerte por apoptosis cuando el daiio
en el ADN es provocado por causas patologicas (irradiacion), pero no por
otros estimulos relacionados con la traduccion de sefial negativa, o
tratamiento con glucocorticoides que implicaria una muerte por causas
fisioldgicas (Lowe et al, 1993). De la misma forma, en las células pre-B
de médula ésea, p53 es imprescindible para inducir la muerte de las

184



IMPLICACIONES DE LOS MECANISMOS DE APOPTOSIS EN LA AUTOINMUNIDAD

células sometidas a irradiacion. Por tanto, a pesar de su control sobre
genes como Bcl-2 y Bax, p53 no parece estar involucrado principalmente
en el control de la homeostasia normal ni tampoco en la apoptosis
inducida por la activacién a través del receptor antigénico, sino tan sélo
en la apoptosis inducida por dafios en el ADN cuya incidencia en la
transformacion en célula tumoral es alta. Ademas, la incidencia de la
aparicion de autoinmunidad en ratones deficientes en p53 es practicamente
nula (Purdie et al, 1994).

Tanto la induccion de la muerte celular como la expansion clonal
requieren de activacion celular como lo demuestra la expresion de "genes
tempranos" asi denominados por la rapidez con la que se expresan (del
orden de minutos a horas postactivacion celular) no requiriendo de la
sintesis de novo de proteinas. En muchos casos incluso se superinducen
por agentes que inhiben la sintesis de proteinas, sugiriendo un control
postraduccional en la expresion de estos genes. Estos genes incluyen desde
factores de transcripcion hasta proto-oncogenes. Algunos de estos genes
tempranos, tales como c-fos.c-myc,c-jun y Nurr-77, se han podido rela-
cionar con la muerte celular programada en linfocitos (Colotta et al, 1992;
Baixeras et al, 1993). De entre estos genes, Nur-77 tiene un especial
interés actualmente ya que su expresion aparece a los 30-45 min. después
de la estimulacion con anti-CD3 en células T o con anti-IgM en células
B y su presencia se asocia con la induccion de la apoptosis. La proteina
Nur-77 es un receptor de esteroides y actia como un factor de transcrip-
cién uniéndose al ADN y controiando la expresion de varios genes
{Woronicz et al, 1994). Poco se sabe de los mecanismos de accion de este
factor de transcripcidén y aun queda por investigar su relacion con las
sefiales intracelulares que inducen la apoptosis, o si activa alguna proteasa
o si afecta el balance de los dimeros Bcel-2/Bax y Bax/Bax.

Las diferencias en la expresién de genes relacionados con la
proliferacién celular, puede explicar al menos en parte las respuestas de
crecimiento y proliferacion que se observan en los linfocitos B inmaduros
con respecto a los B maduros. Esta hipotesis fue inicialmente propuesta
por Seyfert (Seyfert et al, 1990) basandose en la expresion del gen
temprano Egr-1. Este gen es inducible en células B maduras de bazo y
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células de linea BAL-17 tras estimulacién de sus BCR o por adminis-
tracion in vitro de esteres de forbol (TPA) (observacién personal) pero no
asi en las células inmaduras de médula 6sea o células linea WEHI 231
(Seyfert et al, 1990). La falta de expresion de este gen se asocid con la
muerte celular programada en las células B inmaduras de la médula dsea
(Seyfert et al, 1990).

8.- SENALES IMPLICADAS EN EL CONTROL DE LA APOPTOSIS

La caracterizacion de las sefiales tempranas que inducen la
apoptosis en el linfocito es aun objeto de estudios exhaustivos. Las rutas
de sefializacion desde los receptores de membrana hasta el micleo de la
c€lula estin conectadas fundamentalmente por las proteinas quinasas,
capaces de fosforilar en residuos de tirosina, treonina y serina. De esta
manera se van activando y desactivando las rutas enzimdticas que
transfieren la sefial para a su vez activar o desactivar una serie de genes
que pueden estar implicados en la proliferacion celular. En el caso de los
receptores antigénicos de las células del sistema inmune:TCR y BCR, las
tirosina-quinasas de la familia src se acoplan a éstos mediante las
moléculas asociadas del complejo CD3 (y, &, {) en el caso del TCR, y las
cadenas o y P en el caso del BCR. Los dominios citopldsmicos de estas
moléculas asociadas poseen unos motivos comunes que parecen ser
importantes para su unién con el dominio SH2 de las tirosina-quinasas.
(Reth, 1989). Entre las tirosina-quinasas mas conocidas que se asocian al
receptor antigénico se encuentran p56<, p59, p53/p56%, p55* (Baixeras
et al, 1993). La ocupaciéon del BCR o TCR por su antigeno provoca la
fosforilacion en residuos de tirosina de ciertas proteinas diana por
mediacién de estas tirosina-quinasas en cuestion de segundos a minutos.
Esta activacién de las tirosina-quinasas precede a la generacion de
segundos mensajeros despues de la fosforilacién en tirosina de la
subunidad p85 de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3-K), y de la fos-
folipasa-Cy especifica para fosfatidilinositol, que a su vez induce un
aumento pasajero de la concentracion de Cary diacilglicerol (DAG) en la
membrana, ambos activadores de la serina/treonina-cinasa PKC (Cambier
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& Rason, 1987; Berridge & Irvine, 1989, Baixeras et al, 1993). Segura-
mente existen otras rutas de activacion alternativas. Asi por ejemplo, la
activacion de células B por ésteres de forbol no implica activacién de PLC
pero si un aumento en Ca* independiente de inositoltrifosfato. Los
mitogenos policlonales para células B como los lipopolisacarido, activan
los linfocitos B a través de mecanismos independientes de las variaciones
en la concentracion de Ca»o generacion de DAG, aunque se produce la
estimulacién de PKC (Bosca et al, 1991).

El rescate o la potenciacion de la muerte celular cuando es
inducida mediante la estimulacién del receptor antigénico del linfocito,
puede llevarse a cabo si al mismo tiempo se estimulan determinados
receptores de la membrana linfocitaria ya mencionados en este capitulo.
Estos incluyen las moléculas de superficie B7/BB1, HSA (Heat stable
antigen) CD20, CD2, CD40, CD4, (Janeway & Goldstein, 1992; Schwartz,
1991; Genaro et a,] 1994; Clark &Ledbetter, 1994). Es conocido el hecho
de que estas moléculas co-estimuladoras pueden unir también proteinas de
la familia src. Asi por e¢jemplo CD4, CD8, CD2, IL-2R, pueden unir p56+
directamente. Otras veces la relacidn no es fisicamente directa pero pueden
estimular la actividad tirosina-quinasa a través de otra molécula acopladora
como es el caso de CD40 que estimula p56>(Ren et al, 1994).

Aunque la activacién de tirosina-quinasas, PI-3-k (relacionada con
los procesos de proliferacién y mitogénesis), y PLCy son a veces factores
comunes en la estimulacién del receptor antigénico y las moléculas
co-estimuladoras, la estimulacion por separado de ambos tipos de recep-
tores puede resultar en respuestas biolégicas muy diferentes. Asi por
ejemplo mientras la estimmulacion del receptor IgM de las células B
inmaduras induce la apoptosis, 1a unién de CD40 a su ligando la previene.
Estas diferencias en la actividad biologica sugiere diferencias en com-
ponentes de las rutas de sefializacién. En el caso de CD40 se ha podido
identificar la proteina citosélica CRAF-1 como uno de los componentes
de esta ruta de seializacion (Chen et al, 1995). CRAF-1 se transloca
rapidamente al nicleo celular cuvando CD40 se liga a su CD40L. Su
mecanismo de accion aln no estd claro pero lo que si parece cierto es que
las sefializaciones tempranas que implican fosforilaciones en tirosinas
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parecen imprescindibles. En este sentido, si se utilizan inhibidores de la
fosforilacion en tirosina, como la genisteina, se puede inhibir ciertas
funciones de CD40. Asimismo, la estimulacion de la tirosina-fosfatasa
CD45, que contrapone la accidn de la tirosina-quinasa, puede inihibir la
proliferacion, produccién de IgE inducidas por CD40 (Knox & Gordon,
1993). .

El caso de CD2 en células B resulta interesante debido a que la
inhibicién de la apoptosis inducida por anticuerpos anti-IgM no parece
estar mediada por la activacién de PLCy, ni por la translocacion de PKC,
movilizacién de Ca* ni tampoco por la produccion de AMP ciclico
(Genaro et al, 1994). La tnica sefial que indica que CD2 es funcional es
la actividad de tirosina-quinasas promovida por los anticuerpos anti-CD2
y por su ligando CD48 (Baixeras et al, manuscrito en preparacion).
Recientemente hemos podido comprobar que los aumentos en AMP ciclico
promueven la muerte celular en las células B y esta muerte puede ser
inhibida si se estimula CD2 a tiempo. Ensayos recientes nos han
demostrado que la sefial de CD2 inhibe directamente la produccion de
AMP ciclico en células B. Por tanto esto indica una forma de atajar la
sefial de muerte que probablemete est¢ implicando a las proteinas G
estimuladoras de la adenilato ciclasa, lo que confirmaria la importancia de
las rutas de sefializacion a través de adenilato ciclasa-AMPc-proteina
quinasas A, en el control de la apoptosis y la regulacién del sistema
inmune (Kammer, 1988).

Una de las treonina/serina-quinasas que participan en los pasos
iniciales de la activacién por antigenos, LPS o lipopéptidos sintéticos, es
la PKC que es activada por segundos mensajeros que se producen tras la
activacidn de tirosina-quinasas asociadas al receptor. Sin embargo, hay que
sefialar que existen diferentes isoformas de la PKC que probablemente
participan independientemente en distintas rutas de activacion, pudiendo
tener efectos distintos o incluso opuestos. Asi por ejemplo, la activacion
inducida por el LPS implica la activacion de isoformas de PKC indepen-
dientes de Ca»(Baixeras et al, 1994) y el patron de expresion de isoformas
de PKC también evoluciona a través de la proliferacion/diferenciacion de
las células B (Baixeras et al ,1994) en este sentido no podemos excluir la
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posibilidad de que algunas seiiales coestimuladoras puedan implicar la
activacion de distintas isoformas de PKC en su mecanismo de accion que
a su vez expliquen su comportamiento como inhibidores o potenciadores
de la apoptosis.

Por otro lado, la trasmisidn de la sefial implicada en las interac-
ciones de coestimulacion parece que influyen en la expresion de genes
tempranos tales como c-myc, c-myb o B-myb (Golay et al, 1992).
También, los niveles de algunos factores de transcripciéon pueden estar
controlados por estas interacciones. Asi por ejemplo, hay evidencias claras
de que el factor de transcripcién AP-1 (formado por homodimeros o
heterodimeros de la familia jun y fos) estd implicado en la apoptosis de
las células T y su expresion se mantiene después de la coestimulacion que
utiliza las rutas de PKC y AMP ciclico (Rincén et al, 1993). La privacién
de factores de crecimiento esta seguida de la expresion de jun y fos, de
manera que estos dos factores deben inducir ia transcripcién de genes
implicados en la muerte celular.

El oxido nitrico (NO) constituye una molécula transmisora de la
sefial intra e intercelular en varios sistemas celulares incluyendo el sistema
inmune (Boscé et al, 1995). Debido a que NO es una sustancia gaseosa,
actua no sélo sobre la célula que lo produce (macréfagos, células
dendriticas) sino sobre las células intimamente proximas a través del
proceso de difusién. Este tipo de comunicacién resulta extremadamnente
importante en el sistema inmune, donde el reconocimiento intercelular
promueve el contacto directo de células permitiendo la liberacién y captura
de este tipo de mensajeros. Una vez dentro de la célula diana, el NO
puede activar en algunos casos la enzima guanilato ciclasa que a su vez
puede estar implicada en la estabilizacidn de la molécula Bcl-2 frente a un
estimulo negativo (Bosca et al, 1995). En este contexto, se ha podido
comprobar que bajo ciertas circunstancias, sustancias inductoras de NO
pueden inhibir la apoptosis de células B inducida por la estimulacioén del
BCR (Bosca et al, 1995). Recientemente se ha podido constatar la
implicacion de este transmisor en la patogénesis de la autoinmumdad
dessarrollada en los ratones MRL-lpr/lpr (Weinberg et al, 1994). Estos
ratones que no expresan la proteina Fas debido a una mutacion en el gen
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Fas (Watanabe et al ,1992) muestran en suero niveles elevados de IFNy,
TNFa, IL-1 e IL-6 ademas de altos niveles de nitritos y nitratos y
secrecion de altas cantidades de estos metabolitos en orina. El tratamiento
de estos ratones con dos inhibidores de la NO sintasa (enzima que produce
NO), como son aminoguanidina y N-nitroarginina, disminuyeron algunos
de los sintomas patolégicos asociados con la produccion de NO, como por
ejemplo la artritis (Boscd et al ,1995).

9.- INCIDENCIA DE LA INHIBICION DE LA APOPTOSIS EN AUTOINMUNIDAD
PATOLOGICA Y SU POSIBLE CONTROL TERAPEUTICO.

Como ya se ha explicado, la regulacién fisioldgica de la apoptosis
en el sistema inmune es esencial para eliminar tanto los linfocitos
potencialmente autorreactivos durante el desarrollo, como aquellos
excedentes despues de la conclusion de la respuesta inmune.Tanto el
defecto como el exceso en este proceso de eliminaciéon puede suponer un
acumulo de células que se relaciona con la aparicion del céncer, autoin-
munidad, y ciertas enfermedades virales (Tabla, Thompson, 1995). En el
caso de la autoinmunidad patolégica este defecto se produce durante el
desarrollo ontogénico de los linfocitos permitiendo la maduracion de
células autorreactivas. En trabajos recientes, en los que se ha utilizado
modelos animales se ha podido constatar la incidencia que tiene la
desregulacion de los mecanismos de la apoptosis en la etiologia de
enfermedades autoinmunes. Tal vez el modelo de autoinmunidad
patologica mejor estudiado sea el de la encefalitis alérgica experimental
(EAE), una enfermedad autoinmune mediada por células T CD4*
especificas para la proteina basica de mielina (MBP) y que se asemeja a
la esclerosis multiple en humanos. La muerte de células T activadas puede
ser un mecanismo fisiolégico de respuesta a la proliferacion inducida por
IL-2 junto con la ocupacién del TCR por su antigeno. Esto conlleva a la
atenuacion del sistema inmune mediante la apoptosis de células T reactivas
que estan en ciclo de proliferacion. Esta hipotesis formd la base de los
magnificos estudios llevados a cabo por Critchfield y cols (Critchfield et
al, 1994) quienes demostraron que la inyeccion de altas dosis repetidas de
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MBP puede delecionar por apoptosis las células T CD4 reactivas contra
MBP, in vivo reduciendo totalmemte los sintomas de la enfermedad
autoinmune de encefalitis. Esto conlleva a la esperanza de que las
enfermedades autoinmunes derivadas de un fallo en la delecion del clon
de células T que provoca la autoinmunidad, se puedan llegar a corregir
mediante el tratamiento con el mismo autoantigeno, pudiendo constituir
una de las terapias a desarrollar en el futuro.

En ratones transgénicos para Bel-2 que sobre-expresan esta
proteina, se produce un acimulo (aunque no proliferacién) de las células
B que deberian ser eliminadas provocando en ciertos casos una enfer-
medad autoinmune parecida al lupus (Strasser et al, 1991b). Ademés,
andlisis parecidos han podido demostrar una asociacién entre el locus
Bcl-2 y la diabetes autoinmune en ratones NOD (no obese diabetic)
(Garchon et al, 1994).

La implicacion del gen Fas en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes estd claramente definida en el modelo de autoinmunidad en
ratones MLR-MP Ipr/lpr y gld/gld. Los ratones [pr/lpr se caracterizan por
presentar un defecto en la expresion de Fas mientras que los gld/gld
presentan una carencia en la expresion de su ligando (FasL). La mutacion
en el gen Fas consiste en la insercion de un retrotrasposdn en el segundo
intrén, lo que provoca una terminacion prematura de la transcripcion del
gen (Nagata & Goldstein, 1995). El defecto g/d consiste en una mutacién
puntual en la regién correspondiente al dominio extracelular del FasL lo
que le incapacita para mediar su funcion. En ambos casos, lpr/ipr y
gld/gld, se promueve la aparicion de enfermedad autoinmune acusada que
recuerda al lupus eritematoso ststémico en humanos. La autoinmunidad en
estos ratones se¢ caracteriza por una hiperagamaglobulinemia, anticuerpos
anti-DNA, inmunocomplejos circulantes, glomerulonefritis, poliartritis
necrosante y artritis reumatoide acompaiiada de presencia de factores
reumatoides en suero (Nagata & Goldstein, 1995). En pacientes con lupus
eritematoso sistémico se han podido detectar altos niveles de la forma
soluble de Fas, lo que provocaria una competicién del Fas membranal por
su ligando FasL, inhibiendo las interacciones Fas-FasL normales y por
tanto la apoptosis linfocitaria (Nagata & Golstein, 1995). Los ratones
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MLR-MP Ipr/lpr y gld/gld, también se caracterizan sobre todo por poseer
niveles elevados de células T CD4 autorreactivas que son detectables antes
del desarrollo de la linfoadenopatia. Las células T CD4 autorreactivas se
activan por la presencia de autoantigenos que por un lado provocan su
acumulacién y por otro interaccionan con los linfocitos B autorreactivos,
que tampoco se han delecionado, promoviendo la produccion de altos
niveles de autoanticuerpos. Las células T CD4 son ademas resistentes a la
apoptosis inducida por anticuerpos anti-CD3 o anti-TCR y el tratamiento
con superantigenos no resulta del todo eficaz para provocar la delecion de
las mismas. Sin embargo, ¢l tratamiento de estos ratones MLR-MP /pr/ipr
y gld/gld con anticuerpos anti-CD4 previene o retarda la enfermedad. Por
el contrario, el tratamiento con anti-CD8 previene la linfoadenopatia
aunque no la autoinmunidad. Por tanto, si bien la autoinmunidad es
dependiente de las células T CD4, la linfoadenopatia es dependiente de
disfunciones en las células T CD4 y T CD8. Por otro lado, el defecto de
la inhibicién de la apoptosis de las células T parece residir en la periferia
mas que en el timo ya que en ratones Ipr/lpr transgenicos que expresan un
TCR especifico para un péptido+tMHC 1, las células T CD4 se desarrollan
normalmente pero son resistentes a la apoptosis. Cuando se administra a
estos ratones el péptido especifico a altas dosis se delecionan las células
T intratimicas que expresan el TCR transgénico, sin embargo las T CD4
periféricas son resistentes a la delecion clonal, fo que no ocurre en ratones
transgénicos para ese TCR pero que no portan la mutacién /pr/lpr. Esto
implicaria la importancia de Fas en los procesos de delecion clonal
periférica, pero no en los procesos de seleccidn negativa en el timo.

Tal vez, el uso de drogas o sustancias que provocan la delecion
policlonal como los superantigenos, podrian ser de gran utilidad en la
terapia de enfermedades autoinmunes controlando sus efectos secundarios.
Los superantigenos son un tipo de moléculas antigénicas que generan un
tipo de respuesta inmune no convencional ya gue no siguen las reglas de
procesamiento y presentacion de los antigenos normales. En lugar de ser
presentados por los MHC de ciase II en Ia "hendidura" correspondiente al
péptido, se adhieren directamente en la zona externa de los MHC-II y a
la zona exterior de la cadena VP del TCR, de manera que generan un
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"puente de unidn artificial" entre la célula presentadora del antigeno y el
linfocito T. Los superantigenos generan una respuesta semiespecifica y
potente, sobre todos los clones de células T que portasen un VP deter-
minado (todos los TCRVp-8, o todos los TCRVB-17, etc). La respuesta
al final degenera en una delecion de los clones de células T afectados. El
descubrimiento de la potente capacidad de estimulacion de los superanti-
genos para activar las células T fue seguida de la observacién de que tales
superantigenos eran tambien potentes inductores de la apoptosis de las
mismas células que habian inducido a proliferar (Gonzalo et al, 1994a).
Existen muchos ejemplos de proteinas que actuan como superantigenos
provenientes de microorganismos que provocando la delecion clonal de los
linfocitos T logran escapar de la vigilancia inmunolégica al establecer asi
una tolerancia frente a los mismos: entre estos gjemplos constan aigunos
retrovirus, ciertas micobacterias, enterotoxinas de staphyloccocus, proteina
M de streptoccocus (Herman et al, 1991). El equipo de Kapplery Marrack
pudo demostrar que en los ratones que portaban los MHC de clase 1I para
ratdon, I-E, carecian de células T con TCRs que portaban el componente
VP17 de la cadena variable . Ambas moléculas I-E y VB17 parece ser que
unen un antigeno semi-propio denominado Mls. Los Mls constituyen un
sistema de aloantigenos (Mls,, Mls*, y Mls) que se expresan principal-
mente en células B después de haber sido incorporados al contingente de
"antigenos propios" provocando una delecién policlonal de células T. En
realidad son el producto de genes de un tipo de virus del tumor de mama
de ratén (un tipo de retrovirus endégeno). Existen varias cepas de virus de
tumor de mama en el ratén cada uno de los cuales codifica una proteina
con especificidad para diferentes cadenas Vf. Asi por ejemplo el virus
MTV-7 corresponde a Mls* y MTV-6a MIs®. De manera que la infeccién
de varios virus de este tipo provocaria una delecion importante de células
T del repertorio total (Herman et al, 1991).

Hasta la fecha no se ha descrito ningin gen implicado en el control
de la apoptosis que esté directamente relacionado con una enfermedad
autoinmune en humanos. Pero se estin empezando las investigaciones
sobre el papel que la apoptosis juega en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes tales como el lupus eritematoso sistémico, la artritis reuma-
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toide, psoriasis, diabetes melitus. De momento, se tienen datos sobre la
incapacidad para suftir apoptosis in vitro en los linfocitos de pacientes que
padecen algunas de estas enfermedades (Mountz et al , 1994; Emlen et al,
1994); lo que confirmaria que la causa de la autoinmunidad patoldgica re-
side en una disfuncion del proceso apoptotico normal.

10.- CONCLUSIONES

Los linfocitos B y T, asi como sus precursores dentro de los
organos centrales linfoides, pueden sufrir apoptosis durante la seleccion
positiva o negativa. La decision de si un linfocito desarroilard una
respuesta contra componentes propios, provocando una reaccion autoin-
mune, o si respondera contra agentes patogénicos extrafios, o sufrira una
transformacién maligna, podria depender del estado funcional de la
maquinaria apoptotica dentro de la célula. La resistencia a la apoptosis
podria estar asociada al desarrollo de leucemias y linfomas, hiperplasias
linfoides y enfermedades autoinmunes. Asi por ejemplo ratones homoci-
gotos para la delecion del gen p53 (gen represor de tumores) desarrollan
linfomas. Ciertas enfermedades autoinmunes tienen su origen en un
defecto en la proteina Fas, que regula la muerte celular y la causa de este
defecto reside en la mutacion Ipr. La sobreexpresion del gen Bel-2, que
inhibe la apoptosis, puede resultar también en la generacion de una
enfermedad autoinmune. Por el contrario, un aumento incontrolado de
apoptosis celular puede conducir a una disminucién patoldgica de
linfocitos como es el caso de la linfopenia causada por la infeccién por el
virus del SIDA.

El estudio del origen de ciertas enfermedades autoinmunes, asi
como el estudio del descontrol del ciclo celular que aparece en la célula
tumoral, es lo que ha ayudado a explicar los procesos normales de
apoptosis, autoinmunidad natural y la tolerancia asi como su utilidad para
guardar un equilibrio homeostatico dentro del organismo. Actualmente
existen muchos grupos de investigacién, entre los cuales se encuentra el
nuestro, avocados al estudio de los mecanismos bioquimicos, moleculares
y genéticos que controlan la apoptosis, fundamentalmente en el sistema
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Enfermedades asociadas a la

Inhibicion de la apoptosis Ineremento de la apoptosis
1.- CANCER 1.- ENFERMEDADES HEPATOTOXICAS

tinformna felicular {Bel2 ‘) Alcoholismo

carcinomsa (mutacién p53)

tumores dependientes de hormonas 2.- PROCESOS NEURODEGENERATIVOS
cancer de prostata Alzheimer
cancer de mama Parkinson
CRNCEF Ovario Esclerosis amiotrofica lateral

Degeneracién cerebral
1.- POCES05 AUTOINMUNES

Lupus eritematoso sistemico (Fu') 3.- DANO ISQUEMICO
Glomerulonefritis (Fas §) infarto de miocardio
Artritis reumatoide (Fas ' apoplejia
Diabetey melitus
Psoriasis

3.- INFECCIONES VIRALES 4.-INFECCIONES VIRALES
Adenavirus (E1B ~Bel2) procesos T citotdxico
Baculovirus (p35, IAP) SIDA

Poxvirus (ermA = inhibidor ICE)
VPPA (LMWS-HL ~Bcl2)
Epstein Barr (BHRF 1~Bcl-2)
Sindbis virus (Bel-2 4 )

Herpesvirus y1 34.5

inmune y en ¢l sitema nervioso. La elucidacion de tales mecanismos es un
trabajo arduo, pero que estd dejando al descubierto la evidencia de un
complicado sistema de control que justifica su relevancia en el equilibrio
entre la muerte y la proliferacion celular dentro de la homeostasia. Ello a
su vez conduce al disefio de terapias para controlar e influir en la
apoptosis de las células.
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.- INTRODUCCION

Muy pronto en la evolucion de la vida, se planted el problema de
discriminacion entre lo propio y lo no propio en organismos multicelu-
lares. Para afrontar este problema surgio e! sistema inmune. Hace unos
600 millones de afios los vertebrados celomados desarrollaron un sistema
inmune primitivo que les permitia tal discriminacidn. Desde entonces, ha
evolucionado un, cada vez mas complejo, sistema inmune capaz de
combatir un entorno repleto de cientos de patégenos potencialmente
infecciosos.

La habilidad de proteger conlleva la habilidad de destruir. El
sistema inmune humano es extremadamente complejo para poder combatir
una larga lista de virus, bacterias, pardsitos (protozoos y helmintos) y
hongos. Sin embargo, inherente a tal complejidad, existe el potencial para
que se produzca reaccion contra lo propio, un proceso Unico més evidente
€N Organismos que poseen mecanismos inmunes mas desarrollados.

Para un grupo de enfermedades de naturaleza autoinmune, existe
evidencia sugestiva, pero no concluyente, de la implicacion de agentes
infecciosos en la etiologia de las mismas. Entre tales enfermedades se
encuentran la diabetes mellitus dependiente de insulina (IDDM), artritis
reumatoide (RA), lupus eritematoso sistémico (LES), y espondilitis
anquilosante.

Por otra parte, un nimero creciente de enfermedades infecciosas
tienen rasgos autoinmunes. Ejemplos de tales infecciones son las endocar-
ditis bacterianas, faringitis estreptococales, enfermedad de "lyme",
tripanosomiasis, y sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

El presente articulo pretende recopilar los datos recogidos hasta la
actualidad en lo que se refiere a autoinmunidad en enfermedades
infecciosas y parasitarias, con especial énfasis en el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi causante de la enfermedad de Chagas que constituye
un caso tipico de autoinmunidad causada por infeccidn.
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2.- INMUNIDAD E INFECCION

Los parésitos (virus, bacterias, hongos, protozoos y helmintos)
constituyen la principal razon de ser del sistema inmune, ya que deficien-
cias en éste conducen al crecimiento descontrolado de los mismos, siendo
en muchos casos causa de mortandad (revisado en Brostoff J. 1991). Es
importante destacar que la muerte del hospedador no forma parte de la
estrategia de parasitos importantes, muchos de los cuales han evolucionado
a lo largo de millones de afios con sus hospedadores para alcanzar un
equilibrio relativamente estable. Sin embargo, dicho equilibrio puede
alterarse debido a cambios en el pardsito {(cambios antigénicos del parasito
o infeccidn de una nueva especie} o en el hospedador (inmunodeficiencia
0 vacunacion).

La mayoria de la gente se considera la mayor parte del tiempo sana
aunque transporte docenas de especies de microorganismos, de modo que
la enfermedad no es inevitablemente consecuencia de la infeccién. Sin
embargo, la destruccién de tejidos ocurre frecuentemente en infecciones
parasitarias, ya sea como parte del proceso normal de replicacion (por
ejemplo muchos virus y malaria), 0 como ayuda a la colonizacién (ame-
bas), 0 en un intento de evitar el mecanismo de defensa del hospedador
(por ejemplo destruccidn de neutrdfilos por Staphylococcus). A veces la
agresion al tejido se debe a exotoxinas, como en el colera, la difteria, el
tétanos y enfermedades causadas por Staphylococcus, Streptococcus y
Clostridium. Dichas exotoxinas son una excelente diana para anticuerpos
neutralizantes y pueden utilizarse en vacunas una vez inactivadas, sin que
se produzca pérdida de antigenicidad.

En muchos casos, sin embargo, el dafio al tejido no se debe a la
accion directa del parésito sino a elementos del sistema de defensa del
organismo. Un ejemplo lo constituye el shock endotéxico causado por ia
produccién del factor de necrosis tumoral (TNF , tumour necrosis factor)
en macrofagos, en respuesta a endotoxinas de bacterias Gram-negativas.
El TNF juega un papel en la proteccidn contra muchos virus y bacterias,
pero en exceso puede dafiar el endotelio vascular, dando lugar a colapso
y shock (revisado en Brostoff J. 1991).
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2.1.- Mecanismos de respuesta inmune antiinfecciosa.

Una gran variedad de mecanismos de defensa del hospedador han
evolucionado para limitar selectivamente la entrada y multiplicacidn de los
parasitos, o sea, causando el minimo dafio al hospedador. La mayoria de
ellos estan completamente desarrollados en los primeros dias de vida, son
mds o menos generales e inespecificos en sus efectos, y no son sig-
nificativamente diferentes de un episodio infeccioso al siguiente. Los
mecanismos inmunes innatos para evitar la entrada de microorganismos
incluyen los productos de secrecion de glandulas cutaneas, pH 4cido del
estomago, cilios y capa mucosa que recubre el epitelio respiratorio, y
enzimas como la lisozima en lagrimas y otras secreciones.

Los organismos que penetran en los tejidos son rapidamente
expuestos a células fagociticas, principalmente leucocitos polimor-
fonucleares (PMNs) y macrofagos. Estos reconocen, atacan, internalizan
y digieren material foraneo de todo tipo, son extremadamente parecidos
a protozoos, y deben ser observados como unidades fundamentales de
defensa del organismo. Ademas la respuesta inmune adaptativa debe gran
parte de su efectividad a dichas células fagociticas. Su funcién resulta
potenciada mediante anticuerpos que aumentan el reconocimiento y
anclaje, y por células T que activan funciones intracelulares variadas.

Los fagocitos producen una serie de moléculas que median su
accion antiparasitaria. Entre ellas se encuentran una serie de compuestos
microbicidas extremadamente basicos que incluyen defensinas (un
conjunto de péptidos homélogos que dafian a una gran variedad de
microorganismos procaridticos y eucarioticos), lisozima, lactoferrina,
catepsina y elastasa. También producen complemento {C) que sirve para
eliminar ciertas bacterias directamente, o en presencia de anticuerpos (Ac),
promover la opsonizacién e incrementar la permeabilidad celular asociada
con las respuestas inflamatorias. Los eosinofilos contienen una serie de
proteinas toxicas que destruyen helmintos. Los mecanismos mas importan-
tes de destruccion implican productos derivados del consumo de O,,
conocido también como explosion respiratoria, como O,, H,O,, y radical
hidroxilo. Sin embargo, recientemente un nuevo mecanismo que implica
intermediarios reactivos de nitrégeno, como el NO, se ha revelado como
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el mas importante en la destruccion de patégenos intracelulares por
macrofagos.

Otro tipo de moléculas que forman parte de la respuesta inmune
adaptativa son los interferones. Estos se definieron en un principio por sus
propiedades antivirales y mas tarde se subdividieron segin su origen
celular {@: leucocitos, B: fibroblastos, y y: linfocitos T). En la actualidad
forman parte de un grupo mas amplio de citocinas, o mediadores
intercelulares, entre los que se encuentran interleucinas (IL), TNF y
factores de crecimiento hematopoyéticos. Se ha descrito que interferon y
(IFN-y) es activo contra el estadio hepatico de la malaria. Es probable que
existan otras funciones para otras citocinas no descritas todavia; ejemplos
conocidos son el efecto de IL.-1 y TNF en procesos febriles y de TNF en
la estimulaciéon de PMNs y la citotoxicidad de eosindfilos.

Los linfocitos T y B son los elementos cruciales de la respuesta
inmune adaptativa. Sus receptores, reordenados individualmente y su
potencial casi ilimitado de proliferacion clonal confieren la especificidad
y memoria al sistema inmune. La primera respuesta a una infeccion
requiere normalmente el reconocimiento de sélo unos pocos antigenos, y
por lo tanto un pequefio nimero de linfocitos precursores, por lo que suele
desarrollarse lentamente. Por ejemplo, la respuesta inmune en el resfriado
comun aparece después de que el virus ha sido controlado. Sin embargo,
las respuestas secundarias pueden ser muy rapidas, y frecuentemente se
elimina al microorganismo antes de que el organismo se vea afectado; un
gjemplo lo constituyen los ataques secundarios de las paperas y el
sarampion. Las vacunas normalmente inducen una inmunidad equivalente.

Las respuestas adaptativas inmunes pueden clasificarse en tres
grupos, segin la célula efectora principal: células B, células T CDS8 °,
macrofagos y otras células mieloides. Todas tienen en comun la actividad
cooperadora proporcionada por célutas T CD4%, a través de varias
linfocinas. La caracteristica comiin de todas estas respuestas es que tienen
que ser iniciadas por la activacién de un linfocito T cooperador (Th) que
produce diferentes linfocinas que activan otros linfocitos y fagocitos
necesarios para erradicar la infeccién. Existen 2 tipos de linfocitos Th, de
acuerdo a su patron de linfocinas. Los linfocitos Thl producen altas
cantidades de INF-y, y TNF pero no de IL-4. Por el contrario, las células’

205



NURIA GIRONES; CLARA 1. RODRIGUEZ; MANUEL FRESNG

Th2 secretan preferentemente IL-4, pero no IFN-y. El entorno de citocinas
determina el desarrollo de uno u otro tipo. Asi, la activacién de Th2 y
consiguiente produccién de IL-4 conlleva una inhibicion de la activacidn
de las Thl. Por el contrario, la induccion de Thl y la produccion de IFN-y
bloquean la induccién de Th2. Las citocinas producidas por macréfagos
también modulan estas respuestas. Asi IL-10 también inhibe la generacién
de Thl, aparentemente a través de alteraciones en la funcién presentadora
del macrofago, e IL-12 promueve la generacion de Thl. Este entorno de
citocinas viene determinado inicialmente por las células que participan en
la inmunidad innata a una infeccién como son mastocitos, células NK y
macrofagos, v depende ademas de factores genéticos, cantidad de inoculo,
via de entrada, etc. Los fagocitos son incapaces de destruir ciertos
patdgenos pero su capacidad de destruccion aumenta considerablemente si
son activados por citocinas secretadas principalmente por linfocitos Thl
como TNF e IFN-y, por productos bacterianos como endotoxinas y por
anticuerpos que les dotan de propiedades efectoras y opsdnicas.

Los anticuerpos producidos por linfocitos B con la cooperacion de
los linfocitos Th2 y en menor medida por los Thl, tienen muchas
funciones en la defensa antiinfecciosa: 1) Previenen la union de parasitos
a sus receptores. 2) Neutralizan toxinas. 3 ) Activan la fijacidn y el
sistema del complemento. 4) Favorecen la fagocitosis (opsonizacion) a
través de la union a los receptores de Fc (FcR). 5) Promueven la
- citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC).

Por otra parte, las células T CD8" citotoxicas destruyen células
infectadas con parasitos intracelulares a través del reconocimiento del
antigeno asociado al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC),
median preferentemente la actividad antiviral. Su accién puede ser
directamente citotoxica o debida a la secrecién de linfocinas, como IFN-y
o TNF.

La division de las células T CD4" basada en la produccion de
citocinas ha representado uno de los mayores avances en la comprension
de la respuesta inmune, particularmente en enfermedades infecciosas. El
predominio de una u otra subpoblacidn de linfocitos T (Thl, Th2 o CD8)
y de las respectivas linfocinas promueve la resistencia o susceptibilidad en

‘la mayoria de las infecciones por microorganismos {Scott y Kaufmann,
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1991). Esto depende del mecanismo de replicacidn extracelular o
intracelular del microorganismo y en este ultimo caso, del tipo de
diseminacion y tipo de células hospedadoras, mas que de la posicién
taxonémica del microorganismo.

También debe mencionarse la existencia de células T con actividad
supresora o reguladora que parecen inhibir la inmunidad natural (pero
también la inmunopatolégica) en algunas infecciones experimentales y
posiblemente en enfermedades humanas como la lepra (revisado en
Brostoff J., 1991), aunque sus propiedades fenotipicas y el mecanismo
exacto de inmunosupresion son objeto de una gran controversia.

Cuando alguno de estos mecanismos efectores inmunes reacciona
contra antigenos propios, por multitud de causas, se puede producir un
proceso patologico conocido como autoimnunidad. Existen varios
autoantigenos que han sido descritos como diana de la respuesta inmune
en enfermedades autoinmunes, algunos de los mdas representativos se
presentan en la Tabla I. Sin embargo, conviene recordar que la presencia
de autoanticuerpos o células T autorreactivas no es necesariamente causa
de la patologia ya que a veces esta autorreactividad puede ser mas bien un
efecto causado indirectamente por el propio dafio tisular.

2.2.- Mecanismos de reconocimiento inmune.

Para funcionar de forma efectiva, el sistema inmune debe ser capaz
de distinguir lo propio de lo no propio. Esto es posible gracias a la familia
de moléculas MHC, o antigeno leucocitario humano (HLA), como se
denomina en humanos.

Los linfocitos T reconocen ambos antigenos propios y no propios
solo cuando se encuentran asociados con moléculas HLA. Durante la vida
fetal, tiene lugar un proceso de "educacion” de células T, mediante el cual
las células T reconocen antigenos propios (asociados a moléculas MHC)
que son eliminados, y las células T que reconocen antigenos fordneos en
asociacion con moléculas HLA son seleccionados. Errores cometidos en
la eliminacién de antigenos propios pueden dar lugar a la enfermedad
autoinmune. El sistema inmune ha desarrollado dos mecanismos distintos
para afrontar dos tipos diferentes de antigenos; aquellos predominan-
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temente extracelulares, como las bacterias, y los predominantemente
intracelulares, como los virus. Antigenos derivados de fuentes extracelu-
lares son procesados a través de la via exdgena y son reconocidos en
asociacion con moléculas HLA clase I por linfocitos CD4%, que son
generalmente cooperadores. En cambio, los antigenos derivados de fuentes
intracelulares son procesados, predominantemente, a través de la via
endbgena y son reconocidos en asociacion con moléculas HLA clase [ por
linfocitos T CD8", que generalmente constituyen la poblacién de células
T citotoxicas (revisado en Nygard N.R., 1993). Estudios recientes indican
que un péptido antigénico procesado, de nueve aminoécidos, se une a un
surco de la molécula HLA, y este complejo es reconocido por el receptor
de células T. Es importante poner énfasis en que el receptor del antigeno
de un linfocito T CD8" inicamente reconoce y une un péptido antigénico
determinado cuando estd asociado a una molécula HLA clase [. La clase
II posee también un surco que une péptidos antigénicos procesados de
aproximadamente 14 aminoacidos. La molécula de clase II y su péptido
antigénico unido constituyen el ligando reconocido por el receptor en
linfocitos T CD4".

El receptor de células T que une el complejo HLA/péptido es una
estructura de dos cadenas @ y 3. La cadenas o y 8 constan de una region
variable (V) y una region "immunoglobuline-like" constante seguida de un
péptido y una regién de membrana. Existen al menos 25 familias VR y 34
familias Va distintas. El lugar de reconocimiento del complejo HLA/pépti-
do estd comprendido por las regiones variables de ambas cadenas

Normalmente, un complejo HLA clase I}/péptido es reconocido tan
s6lo por 1 entre 10.000 células T CD4", Sin embargo, recientemente se ha
descubierto un grupe de moléculas denominadas superantigenos que
pueden estimular hasta 1 entre 5 células T CD4". Dichos superantigenos
son en su mayor parte proteinas bacterianas y virales, que no sufren
procesamiento y que se unen a la parte externa del surco (en lugar de la
interna) de las moléculas HLA clase II. Ademas, también pueden unirse
a la parte exterior (en lugar del sitio de reconocimiento) de la region
variable de la cadena R del receptor de células T (TcR VR).

La unién de superantigeno a la apropiada molécula HLA clase II
y el apropiado TcRVR estimula la proliferacion de células T. Similar
estimulacion de las células T por superantigenos podria incluir la
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proliferaciéon de células T que reconocen autoantigenos y por lo tanto,
conducir a la enfermedad autoinmune. Ademads la estimulacion de células
T por superantigenos conlleva la muerte de muchas de las células
estimuladas, dejando "huecos” en la capacidad de vigilancia del sistema
inmune contra agentes infecciosos, que podrian estar involucradas en la
patogénesis de ciertas enfermedades autoinmunes (revisado en Nygard

N.R., 1993).

TABLA L.

Autoantigenos representativos (modificado de Paul, 1993 y

Steinman L., 1993).

Enfermedad Antigeno

LES ATPasa/dATPasa citoplasmica; LA

LES Proteina nuclear de 60 kDa; Ro/SS-A
LES Polipéptido nuclear 68 kDa; UIRNP
Escleroderma Proteina acidica nucleclar 75 kDa; PM-Scl
Escleroderma Topoisomerasa nuclear 1; Scl-70

Poliomiositis
Pémfigo vulgar
Cirrosis Biliar
Hepatitis autoinmune
Diabetes

Tiroiditis autoinmune
Nefritis de Heyman
Miastenia Gravis
Enfermedad de Graves
Sindrome miastémico
Lambern-Eaton
Sindrome de Isaac
Esclerosis miltiple
Escleroderma

Uveitis

Diabetes mellitus

dependiente de insulina

tRNA/zlaniltRNA sintetasa; PL12
Cadherina de células epiteliales

Acetil transferasa mitocondrial

Citocromo 450 dbl mitocondrial

Acido glutimico decarboxilasa de células B

peroxidasa del tiroides

gp330 "brush border”

receptor de acetilcolina

receptor de fa hormona estitmuladora de tiroides
sinaptotagmina de canales de sodio

canales de potasio

proteina bisica de mielina

toposiomerasa |

proteina de unién al interreceptor retinoide y
segmento exterior de bastones

dcido glutdmico descarboxilasa y proteinas

de estrés
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3.- RELACION ENTRE INFECCION Y AUTOINMUNIDAD.

Las relaciones entre agentes infecciosos y enfermedades autoin-
munes pueden explicarse parcialmente, teniendo en cuenta todo lo
mencionado anteriormente. Los agentes infecciosos, potencialmente
causantes de enfermedades autoinmunes son sometidos al procesamiento
normal de antigenos, y los péptidos antigénicos que se derivan de ellos son
presentados a los linfocitos T como parte del complejo molécula
HLA/péptido. Las respuestas de los linfocitos T de un individuo deter-
minado frente a dicho complejo son las que determinan el desarrollo de
una enfermedad autoinmune u otra. Es posible que una fuerte respuesta
inmune contra un complejo en particular pueda causar o prevenir la
enfermedad. Y al contrario, es igualmente posible que una respuesta
inmune minima o ausente pueda causar o prevenir la enfermedad. El
hecho de que los linfocitos T reconozcan siempre péptidos antigénicos
junto con moléculas HLA probablemente explica que muchas enfer-
medades autoinmunes estén altamente asociadas con un tipo particular de
HLA.

Muchas infecciones protozoarias estan asociadas a la produccion
de autoanticuerpos, pero existen pocos casos de células T autorreactivas.
En la malaria y la tripanosomiasis africana se han descrito anticuerpos anti
inmunoglobulinas, complemento y componentes de varios tejidos
(Jayawardena A.N., 1981; Mansfield J.M., 1981). De todas formas no se
ha establecido una relacion directa de estas actividades y la patologia de
la enfermedad.

Alternativamente, un agente infeccioso puede producir una moié-
cula que puede actuar como superantigeno. La estimulacién y la con-
siguiente eliminacion de células T de una determinada familia VI3, podria
ser responsable del desarrollo o la prevencidon de una determinada
enfermedad autoinmune.

Aunque se han propuesto muchas hipotesis para explicar la
asociacion entre agentes infecciosos y enfermedades autoinmunes, una de
las mas sugestivas es la del mimetismo molecular. Esta hipotesis propone
que una molécula propia y una molécula del agente infeccioso etiologico
comparten un epitopo inmunoldgicamente similar (determinante antigéni-

210



AUTOINMUNIDAD EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS

co). La hipotesis del mimetismo molecular conlleva dos posibles alter-
nativas.

En la primera, la similaridad inmunologica entre el epitopo del
agente infeccioso y el antigeno propio impide que el agente infeccioso sea
reconocido como foraneo, o sea, es reconocido como propio. Por lo tanto,
no se produce respuesta inmune, y el agente puede producir enfermedad
autoinmune mediante un mecanismo fisiopatoldgico. Por el contrario, la
segunda alternativa sugiere que el epitopo compartido es reconocido como
foraneo, y por esa razon, se produce una fuerte respuesta autoinmune
contra ese epitopo. De esta forma, debido a la similitud con el epitopo
propio, la respuesta inmune reconoce ahora también el antigeno propio
como foraneo, y esta respuesta autoinmune produce la enfermedad (Tabia

D).

Una segunda hipdtesis es que la asociacidn entre enfermedad
autoinmune e infeccion puede implicar la presentacion de antigenos
cripticos del hospedador, durante la infeccién, que normalmente no son
accesibles a la vigilancia inmune del mismo. Una forma mediante la cual
este mecanismo puede ser operativo implica una expansion de la
normalmente limitada distribucién de las moléculas HLA clase II. Estas
se encuentran normalmente en ciertas células inmunocompetentes (por
ejemplo, células B, células dendriticas, macréfagos, monocitos, células
Kupffer, y linfocitos humanos activados), y pueden inducirse en células de
cierto nimero de tejidos durante la infeccion (u otros estados inflama-
torios), pudiendo resultar en presentacion de antigenos propios por
moléculas HLA clase II que normalmente estin secuestrados (revisado en
Nygard N.R., 1993).

Por otro lado, en un analisis de la base de datos de proteinas,
Murphy y col (1993} han demostrado que para un grupo de proteinas de
defensa del sistema inmune del hospedador, existe un porcentaje de
divergencia tres veces mayor que para la media del resto de proteinas.
Ademas, esto se correlaciona con la identificacion de proteinas virales de
estadios especificos divergentes y homdlogas a las del hospedador. Ello
sugiere que el mimetismo molecular puede ser una potente fuerza
coevolutiva que promueve la diversidad molecular en muchos miembros
de esta clase de proteinas.
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TaBLA 1I.

Mimetismo molecular entre proteinas de agentes patogenos y humanas
cuya reactividad cruzada ha sido demostrada. Las secuencias de
péptidos se expresan en el codigo de una letra (modificado de
Oldstone, M.B.A. , 1987, Cell, 50, 819 y Brostoff et al , Cinical

Immunology, Gower Medical Publishing).

Enfermedad Antigeno Secuencias
huésped/hospedador
BACTERIAS
Miocarditis Streptoccocus
estreptococal Miosina
Espondilitis K pneumoniae nitrogenasa SRQTDREDE
anquilosante HLA-B27 KAQTDREDL
Espondilitis Yersinia nitrogenasa
anquilosante HLA-B27
Tuberculosis M. tuberculosis
64 kD HSP
Meningitis N.meningitidis
cerebro embridnico
"Lyme" B.burgdorferi
HSP
VIRUS
Artritis reumatoide  virus Epstein-Barr gpl10 QKRAA
HLA-Dw4 DR B-1 QKRAA
Miccarditis Citomegalovirus humano [E2 ~ PDPLGRPDED
HLA-DR VTELGRPDAD
Miastenia gravis Poliovirus VP2 STTKESRGTT
Receptor de acetilcolina TVIKESRGTK
Diabetes Papilloma virus E2 SLHLESLKDS
Receptor de insulina VYGLESLKDL
Diabetes Coxackie P2-C KILPEVKEK
ac. glutdmico descarboxilasa 65 KILPEVKEK
Rabia Virus de la rabia TKESLVIIS
Receptor de insulina NKESLVISE
Enfermedad celiaca Adenovirus 12 E1B LRRGMFRPSQCN
o-gliadina LGQGSFRPSQQN
SIDA HIV p24 GVETTTPS
regién IgG constante GVETTTPS
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Paperas Virus de las paperas LECIRALK
corticotropina LECIRALK
Paperas Virus de las paperas EISDNLGQE
Proteina basica EISFKLGQE
Miocarditis Coxackie B4

musculo cardiaco

PROTOZOOS

Malaria P falciparum
Timosina a |

Chagas PO de Tcruzi AESEE
receptor B-adrenérgico AESDE

Chagas C terminal FL160 de Tcruzi
tejide nervioso

Chagas SAPA de Tcruzi STPSTPADSSAHSTPSTPV
Cha-912 SLVTCPAQGSLQSSPSMEI
HELMINTOS

Schistosomiasis Schistosoma

Glutation transferasa

3.1.- Inmunosupresion en enfermedades parasitarias.

Muchas infecciones parasitarias, especialmente las causadas por
protozoos, estdn asociadas a una inmunosupresién generalizada de la
respuesta inmune. En malaria experimental, tripanosomiasis africana y
enfermedad de Chagas, este fendmeno se demuestra claramente y es
producto de alteraciones en los compartimentos de células T y B y células
adherentes supresoras (Brenner Z., 1980; 1981; Weidanz W.P., 1982;
Fernandez M. A., 1993a}. Por ejemplo, se ha demostrado el importante
papel de las células CD8" en la inhibicién de la produccién de IL-2
durante la infeccion por Trypanosoma cruzi, mientras que los macrofagos
juegan un papel menos decisivo. La inmunosupresion generalizada en
tripanosomiasis humanas, leishmaniasis y malaria, puede dar lugar a una
disminucion en la respuesta inmune a antigenos no relacionados direc-
tamente con la infeccién, pero las consecuencias clinicas y la significacién

de tales disminuciones no se han establecido con seguridad (revisado en
Kotb M., 1995).
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3.2.- Presentacion de autoantigenos cripticos mediada por infeccion.

La sobreproduccion de citocinas inflamatorias como INFy, TNF,
IL-1, y IL-8 durante procesos inflamatorios puede aumentar la expresion
de moléculas MHC clase II, factores coestimulatorios y moléculas de
adhesién. La expresién anormal de moléculas clase II se ha asociado a
muchas condiciones autoinmunes como el sindrome de Sjbdgren, enfer-
medad de Crohn, carditis reumatica y otras (Fox R., 1992; Amoils B.,
1986; Hanafusa T., 1983 y Herskowitz A., 1990). Aunque la elevada
expresion de moléculas MHC clase II pueda aumentar el nimero de
péptidos cripticos que se unen a ellas, es insuficiente para producir la
activacion de células T, ya que se requiere ademas la union a receptores
de moléculas coestimulatorias.

La exposicion de autoantigenos cripticos puede también deberse
a la accidn de proteasas liberadas durante procesos inflamatorios o por los
mismos agentes infecciosos.

Los procesos inflamatorios también aumentan la expresién de
chaperoninas (conocidas también como proteinas de estrés o "heat shock"”
(HSP’s), que ademas de actuar como dianas de reconocimiento autoin-
mune, pueden alterar la presentacion de proteinas mediante la modulacion
del transporte y procesamiento de péptidos intracelulares (revisado en Kotb
M., 1995).

3.3.- Autoinmunidad y HLA.

La primera asociacion significante de HLA con enfermedad se
encontro en 1973. Desde entonces mas de 100 enfermedades, la mayoria
con algin componente autoinmune, se han asociado con moléculas HLA
especificas.

El prototipo de asociacion es la de HLA-B27 y la espondilitis
anquilosante. Mas del 90% de los pacientes con espondilitis anquilosante
presenta HLA-B27. Ademas, HLA-B27 esté asociado con ¢l sindrome de
Reiter, artritis psoriatica, y la artritis asociada a la enfermedad inflamatoria
intestinal (IBD), las cuales presentan sacroiliitis como una de las
principales manifestaciones (revisado en Nygard N. R., 1993).
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4.- DESORDENES AUTOINMUNES CON EVIDENCIA DE UNA ETIOLOGIA
INFECCIOSA.

4.1.- Diabetes mellitus tipo 1 (IDDM).

Durante los ltimos afios es cada vez mas evidente que IDDM es
una consecuencia de la autoinmunidad dirigida contra las células B de los
islotes pancreaticos secretoras de insulina. Sin embargo, IDDM se presenta
en solo un 35% del segundo gemelo en gemelos monocigédticos en los que
el primer gemelo lo padece. Esto sugiere la presencia de factores
adicionales mas alld de una predisposicion genética. La existencia de
infiltrados celulares inflamatorios en las células de los isiotes de pacientes
al inicio de la enfermedad fue interpretado, ya en 1965 como el resultado
de una respuesta autoinmune a una infeccion viral de los islotes.

En la actualidad estudios en humanos y modelos animales apoyan
ambas 1deas. Los pacientes caucasianos con IDDM presentan altas
frecuencias de HLA-DR3, -DR4, HLA-DQw2, y HLA-DQwS. Se observan
titulos elevados de IgM contra coxsackie virus B4 y B3 en aproximada-
mente un 30% de los pacientes diagnosticados recientemente con IDDM.
También estan implicados como agentes causantes de IDDM el virus de
la rubéola congénita y el citomegalovirus (revisado en Nygard N.R.,
1993).

Por otro lado, se ha descrito que un superantigeno podria estar
involucrado en la patogénesis de IDDM, ya que las células B pancredticas
parecen ser particularmente sensibles a los efectos citotdxicos de citocinas
como IL-1, IFN-y vy TNF-¢, los cuales se producirian tras la estimulacién
por superantigenos "in vivo" (MacDonald H. R., 1994).

Recientemente se ha propuesto que la similitud de secuencias entre
la proteina de coxsackie virus denominada P2-C (Cox P2-C) involucrada
en la replicacién del virus, y el enzima acido glutimico descarboxilasa
(GADS5), expresado en cerebro y células & pancreaticas, podria desen-
cadenar una reaccion cruzada en células T. Esta hipétesis se basa en que
ambos antigenos han sido relacionados con la patogénesis de IDDM (Tian
J., 1994). Ademas, se ha descrito que GAD®65 es un autoantigeno clave en
la induccién de IDDM en ratones diabéticos no obesos (Panina-Bordignon
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P., 1995).
4.2.- Artritis reunmatoide (RA)

Quizas sea esta enfermedad a la que se le han atribuido mas can-
didatos patogenos como causantes de la misma. La induccion de an-
ticuerpos que poseen actividad de factor reumatoide (RF) y la frecuencia
de sintomas reumatoides durante infecciones cronicas (como por ejemplo:
endocarditis bacteriana, tuberculosis, sifilis, hepatitis viral, lepra,
esquistosomiasis y mononucleosis) atn confunde més la situacion. El RF
presente en dichas infecciones no es el causante de la artritis autoinmune.
Una opinién sobre la aparicioén de RF en estas enfermedades es que podria
ser el vinculo con un mecanismo normal de inhibicién de la respuesta
inmune primaria del hospedador frente a ciertas infecciones prolongadas.
Esta opinion defiende que un grupo de células normales que expresan CD5
son expandidas durante infecciones prolongadas mediante estimulacion
cronica, produciendo anticuerpos con actividad de RF. Estos factores
reumatoides se unen a las IgG que se han unido al patégeno para
amplificar la respuesta inmune contra el mismo y promover la presen-
tacion de antigenos a células T.

En RA, las células B CD5" estin crénicamente estimuladas, produ-
ciendo grandes cantidades de RF que puede formar complejos inmunes en
todo el organismo. Este proceso es especialmente significativo en las
articulaciones. La aparicion de RF en respuesta a muchas infecciones
sugicere la posibilidad de que una infeccion crénica pueda estar involucrada
en la patogénesis de RA.

La asociaciéon de RA con determinadas moléculas HLA da lugar a
algunas especulaciones. En un principio los pacientes presentaban alta
frecuencia de HLA-DR4. Mas tarde se encontré que RA estaba asociada
con subtipos particulares de DR4, y que los pacientes que no presentaban
DR4 tenian alta frecuencia de DR} en comparacion con la poblacion
normal. La secuenciacion de los genes codificantes de los diferentes
subtipos DR4 y DRI, revel6 la presencia de un fragmento de aminoacidos
en las posiciones 69-72, determinante en la susceptibilidad a la enfer-
medad.
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El virus de Epstein-Barr (EBV, o virus linfocitotropico B) es
frecuentemente mencionado como posible agente etiolégico de RA.
Durante la infeccién aguda, el virus es un potente activador policlonal de
células B, produciéndose muchos anticuerpos, entre ellos el RF. El virus
esta ampliamente difundido en Ia poblacién humana, infectando del 85%
al 95% de los adultos en occidente. Una vez se produce la infeccion, el
hospedador retiene el genoma de EBV en una pequefia fraccién de células
B, y retiene una poblacién de células T que suprimen cualquier posible
rebrote tras la infeccion aguda en el hospedador normal.

Los pacientes con RA poseen una regulacién aberrante del estado
infeccioso latente de EBV. Ademas, la poblacién de células B periférica
en pacientes de RA posee un elevado nimero de céiulas B con infeccién
latente por EBV. Finalmente, se observan elevados niveles de anticuerpos
contra antigenos nucleares asociados a EBV en pacientes con RA.

Roudier y col (1989) encontraron que la glicoproteina de EBV gpl10
posee 5 aminoacidos idénticos a la secuencia de la cadena B del subtipo
DR4-Dw4 incluyendo el motivo asociado con RA. Anticuerpos contra este
epitopo y células T reactivas contra gpil0 y HLA-Dw4 fueron en-
contrados en humanos con evidencia seroldgica de infeccion por EBV. La
hip6tesis de que el agente causante de RA pudiera ser EBV es un ejemplo
de como el mimetismo molecular entre moléculas del patégeno y del
hospedador puede inducir autoinmunidad, aunque aun tiene que ser
probado.

Otro modelo que postula la infeccidn en la etiologia de RA se deriva
de un estudio de las frecuencias de la cadena TcR VB. Se observo que la
frecuencia de células T V314 era mucho maés baja en sangre de pacientes
con RA DR4" que en sangre de individuos normales. En cambio, se
encontraban con alta frecuencia en liquido sinovial de pacientes con RA.
Estas observaciones sugirieron la posibilidad de que un superantigeno
fuera responsable de RA. A la vista de estos descubrimientos, es digno de
mencionar que frecuencias de células T, con determinada cadena V{3,
aberrantes, son observadas en la enfermedad de Kawasaki, y sarcoidosis,
sugiriendo la posibilidad de que infecciones y superantigenos puedan jugar
un papel en dichas enfermedades (revisado en Nygard N.R., 1993).
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4.3.- Lupus eritomatoso sistémico (LES) y sindrome de Sjiégren
(pSS).

LES ha sido considerada durante mucho tiempo como ¢l prototipo de
enfermedad autoinmune sistémica. Se piensa que muchos autoanticuerpos
contribuyen a la patologia en diferentes tejidos segun se observa en esta
enfermedad. Se creia que dichos autoanticuerpos eran resultado de una
simple activacion policlonal de células B, pero estudios recientes muestran
que muchos de estos autoanticuerpos especificos son claramente depen-
dientes de antigeno. Por lo tanto la infeccion podria ser un desencadenante
del descenso de la tolerancia a lo propio que puede dar jugar a la
autoinmunidad en LES.

La infeccion por el virus de la estomatitis vesicular (VSV) también
se ha asociado con LES en modelos murinos, aunque no existe evidencia
directa en humanos, sugiriendo que el mimetismo molecular podria dar
lugar a la aparicién de autoanticuerpos en LES (revisado en Nygard N.R,
1993). También EBV, asi como retrovirus endogenos y exdgenos, son
considerados como posibles causantes de LES. En general se predice que
el mimetismo molecular entre virus y antigenos propios da lugar a los
autoanticuerpos observados en LES. Entre ellos se encuentran los anticuer-
pos antinucleares (ANA’s), también presentes en el sindrome primario de
Sjogren (pSS). Una de las dianas del sistema ANA’s es el autoantigeno
nuclear La/SS-B involucrado en la transcripeion y terminacion de la ARN
polimerasa III. Recientemente se ha aislado un ARNm alternativo de
La/SS-B que contiene nuevos sitios de unidén a ADN entre los que se
encuentra NF-kB. Estos resultados sugieren que la expresion del gen
La/SS-B se ve alterada en funcién de las condiciones de la enfermedad
(Troster y col., 1994).

5.- INFECCIONES CON ASOCIACION AUTOINMUNE CONOCIDA.
5.1.- Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

Desde que se detectd el primer caso en 1981, un conjunto cada dia
mas numeroso de fendmenos autoinmunes estan asociados con la infeccidn
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por el virus de inmunodeficiencia humano (HIV). Una de las primeras
observaciones fue la presencia de numerosos autoanticuerpos en el suero
de pacientes infectados con HIV, incluyendo ANA's, RF, anticuerpos
antiplaquetas, antieritrocitos, antineutréfilos, antilinfocitos, anticolageno,
y anticardiolipina. Los anticuerpos aparecen en los inicios de la activacion
policlonal de células B que ocurre en la infeccion de HIV. Muchos
mecanismos parecen ser responsables de dicha activacion policlonal de
células B. Primero, la replicacién del virus HIV en monocitos y macréfa-
gos induce la produccién de IL-6 que actta como un potente activador de
células B. Segundo, existe evidencia de que HIV estimula directamente las
células B periféricas. Finalmente, la desapariciéon de linfocitos T CD4*
conlleva la pérdida de regulacidn de las células B asi como la reactivacién
de infecciones latentes, causadas por el virus de Epstein-Barr (EBV) y el
citomegalovirus (CMV), que son capaces de estimular directamente la
activacion de células B.

Debido a que los autoanticuerpos en SIDA se dan en los inicios de
la activacion policlonal de células B, resulta dificil discernir hasta que
punto tales anticuerpos son simplemente un epifenémeno, o si son causa
de patogénesis. En la mayoria de los casos, por gjemplo, el RF y los
ANA’s que se dan en los pacientes de SIDA, parecen ser resultado de la
activacion policlonal de células B y su significado no estd probado. Sin
embargo, muchos de los otros factores se han asociado con descubrimien-
tos clinicos en SIDA, sugiriendo que ademas son patogénicos.

En estudios recientes parece claro que la progresion de la infeccidon
HIV conduce a alteraciones autoinmunes variadas en grupos de pacientes.
Dichos desordenes incluyen el sindrome de Reiter, un desorden parecido
al sindrome de Sjégren o denominado sindrome de linfocitosis infiltrativa
difusa (DILS), dermatopolimiositis, y psoriasis. El hecho de que estas
enfermedades puedan presentarse en el inicio de la desaparicién de células
T CD4" sugiere que las células T CD4" juegan un papel protector,
mientras que las CD8" podrian estar activamente involucradas en la
patogénesis de la enfermedad. Por lo tanto, la desaparicién de células T
CD4" causada por HIV puede inducir la enfermedad autoinmune mediante
dos posibles mecanismos: primero, la desaparicion de células T CD4*
produce inmunosupresién y aumenta la susceptibilidad a enfermedades del
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organismo, y segundo, permitiendo la proliferacidon del subgrupo CDS8".

El sindrome de linfocitosis infiltrativa difusa en SIDA es parecido al
de Sjégren, presentandose un engrandecimiento de las glandulas pardtidas,
sindrome de sicca, e infiltracién linfocitaria de las glandulas salivares y
viscerales. Los pacientes que presentan DILS parecen tener mejor
diagndstico por el hecho de conservar CD4" y tienen mayor esperanza de
vida. Esto puede estar relacionado con el tipo de HLA (ausencia de HLA-
B35 y alta frecuencia de HLA-DRS, -DR6, y -DR7). Por el contrario, los
que poseen HLLA-B35 tienen peor diagndstico, progresion hacia SIDA y
muerte.

Recientemente, muchos estudios sugieren que la pérdida de CD4" no
debe atribuirse por completo al virus HIV, sino a la respuesta individual
contra sus células T CD4". Como hemos mencionado anteriormente, se
han aislado anticuerpos antilinfocitos de pacientes infectados por HIV. Un
grupo de dichos anticuerpos parece ser reactivo con la porcion extracelular
de la motécula CD4 y puede inducir citotoxicidad retardada dependiente
de anticuerpo, haciendo desaparecer la poblacion CD4". Dichas obser-
vaciones sugieren que el hospedador desarrolla una respuesta inmune
contra las células T CD4" propias, en la infeccion por HIV. Debido a que
esta reaccion no se limita a las células CD4", y ataca también a las células
no infectadas, parece posible que la autoinmunidad pueda también
participar en la patogénesis del SIDA.

Golding y col (1988) descubrieron otro posible mecanismo mediante
el cual la respuesta del sistema inmune de los pacientes infectados por
HIV podria producir una disminucién de la funcién linfocitaria: la
existencia de epitopos compartidos entre proteinas de la capsida del virus
HIV y moléculas HLA clase II. En particular una region de 5 aminoacidos
de la cadena B comparte homologia con el carboxilo terminal de la
proteina de la capsida de HIV. Debido a este mimetismo molecular,
anticuerpos contra HIV reconocen moléculas clase II y pueden producir
inmunosupresion.

Recientemente, Barnaba y col (1994) han aislado clones de células
T especificos para determinantes humanos de CD4 que reconocen células
B que han internalizado y presentan moléculas CD4 solubles recombinan-
tes. Sin embargo, estos clones no reconocen células T que expresan CD4
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y moléculas clase II en presencia de IL-2. Estos resultados sugieren que
los epitopos definidos por dichos clones son cripticos, ya que no se
generan en el procesamiento constitutivo de CD4 endégeno. Ademds
dichos epitopos son generados por células T activadas cuando hay una
disminucién de la expresién de CD4 por HIV-gp120 o anticuerpo contra
CD4 (revisado en Lanzavecchia A. 1995). _

En resumen, aunque la patogenia del SIDA es extremadamente
compleja, existen muchas posibles causas que pueden contribuir a ella y
es posible que también estén involucrados fendmenos autoinmunes.

5.2.- Enfermedad de "Lyme".

El complejo de sintomas de esta enfermedad fue descrito por vez
primera en 1977 y presentaba muchas facetas de tipo autoinmune. La
rapida identificacion del agente infeccioso causante de la enfermedad
constituye un hito en la medicina moderna. La espiroqueta causante de la
enfermedad, Borrellia burgdorferi, fue objeto de intenso estudio durante
muchos afios hasta que Burgdorfer y colaboradores aislaron concluyente-
mente el pardsito de la garrapata Ixodes dammini. La enfermedad se
caracteriza por la infeccién cronica y la tardanza en la desaparicion del
parasito.

La enfermedad puede dividirse en tres estadios. El primero se
caracteriza por lesiones en la piel, fiebre, artralgias, adenopatias, y rigidez
de cuello. Durante este estadio inicial la respuesta inmune del hospedador
est4 suprimida. El segundo estadio tiene lugar semanas 0 meses mas tarde,
y se caracteriza por anormalidades neurologicas y cardiacas. Durante este
periodo la inmunosupresion del hospedador revierte y se observa in-
munoreactividad contra B. burgdorferi. El tercer estadio tiene lugar meses
o afios después del segundo y se caracteriza por algo parecido a una
artritis reumatoide crénica. Todos estos sintomas sugieren un origen
autoinmune de la enfermedad.

Se ha postulado que el mimetismo molecular podria explicar la
autoinmunidad observada en la enfermedad de "Lyme". La familia de las
HSPs estd muy conservada en la evolucion, y es utilizada por procariotas
y eucariotas para proteger funciones vitales de las células en momentos de
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estrés. Debido a que estan tan conservadas, una respuesta inmune dirigida
contra dichas proteinas de Borrelia puede reaccionar de forma cruzada con
las del hospedador, produciendo una respuesta autoinmune.

La identificacion de anticuerpos especificos contra proteinas de
espiroquetas (incluyendo HSPs) en el liquido sinovial de pacientes con
artritis apoya esta idea. De forma analoga, se ha sugerido una respuesta
autoinmune contra HSP en RA, LES y las espondiloartropatias seronega-
tivas.

Se ha descrito otro epitopo de Borrelia que comparte homologia con
miosina, sugiriendo que una respuesta inmune contra ese epitopo pueda ser
la causa de carditis en la enfermedad de "Lyme". En pacientes con
neuropatias, se ha observado la presencia de anticuerpos contra proteina
mielinica basica (MBP) y axones en liquido cerebroespinal.

En algunos casos la enfermedad se ha visto asociada a tipos HLA
particulares. Los pacientes que presentan artritis cronica poseen frecuen-
temente el alelo HLA-DR2 y -DR4. Los pacientes con DR4 no responden
al tratamiento con antibidéticos. Debido a que DR4 se ha asociado también
con RA, se postula la existencia de un mecanismo patogénico similar que
desencadenaria sinovitis {revisado en Nygard N.R., 1993).

5.3.- Espondiloartropatia e infeccion.

El ejemplo mas claro de correlacidon entre un determinado tipo de
HLA y enfermedad infecciosa asociada a autoinmunidad es el sindrome
de Reiter. Mas del 70% de pacientes de raza blanca y 40% de color con
esta enfermedad posee HLA-B27, comparado con el 8% y el 2%
respectivamente de individuos normales que poseen esta molécula. Las
infecciones por Chlamydia trachomatis, Yersinia enterocolitica, Salmonella
sp., Shigella flexneri, y Campylobacter se han correlacionado como
agentes etiologicos de esta enfermedad.

Dichos organismos comparten caracteristicas comunes que pueden
contribuir a la patogénesis de la enfermedad, entre las que se encuentran,
la propensioén a infectar superficies mucosas, una localizacion intracelular
en el hospedador durante la infeccidn, y la presencia de lipopolisacaridos
(LPS, un potente inductor de la respuesta inmune de! hospedador) en su

222



AUTOINMUNIDAD EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS

membrana externa. La localizacién intracelular permite al parasito evadir
los mecanismos de eliminacion normales del hospedador, lo que favorece
la persistencia de antigenos bacterianos que podrian provocar la aparicion
de artritis. Ademas, las infecciones de Yersinia, Salmonella y Chlamydia
se caracterizan por la capacidad de ser transportadas del lugar inicial de
la infeccién a compartimentos reticuloendoteliales, via fagocitosis. En
cambio el caso de Shigella es diferente, ya que sélo un pequefio porcentaje
de pacientes presenta artritis. En 1989, Stieglitz y colaboradores demostra-
ron la presencia de un plasmido denominado pHS-2 en las cepas
artrogénicas de Shigella. Este plasmido codifica un péptido de 22
aminoicidos que posee cinco aminoacidos idénticos a los residuos 71-75
del dominio polimérfico a1 de HLA-B27. En otro trabajo se ha demostra-
do que un hexapéptido es compartido entre el antigeno de histocom-
patibilidad HLLA-B27 y la nitrogenasa de Klebsiella pneumoniae. Dicha
bacteria estd involucrada segiin algunos autores, en la ectiologia de la
espondilitis anquilosante (revisado en Nygard N. R., 1993).

6.- AUTOINMUNIDAD Y ENFERMEDADES CAUSADAS POR PROTOZOOS Y
HELMINTOS.

6.1.- Malaria.

La malaria es una enfermedad producida por el parésito Plasmodium
Jfalciparum y transmitida a los seres humanos mediante la picadura del
mosquito Anopheles. Se caracteriza por fiebre, escalofrios, esplenomegalia
y recaidas periddicas. La respuesta inmune en la malaria se caracteriza por
hiper IgG e IgM globulinemia. Sélo una pequefia proporcion de estos
anticuerpos posee actividad antimalaria. El resto muestra autorreactividad
mediante autoanticuerpos anti IgG (RF), ANA, anti Sm/RNP (particulas
de ribonucleoproteinas), anti células parietales, anti linfocitos y anti
eritrocitos (RBC).

Existe una correlacion significativa entre la presencia de autoanticuer-
pos y el alto titulo de anticuerpos antimalaria, sugiriendo que la produc-
cion de ANAs esta relacionada con la infeccién. La persistencia de dichos
autoanticuerpos no se correlaciona con parasitemia una vez que la
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infeccidn es tratada. Se desconoce el significado clinico de los autoan-
ticuerpos en malaria. La presencia de autoanticuerpos anti RBC puede
jugar un papel en la anemia producida en la infeccion.

La enfermedad renal en malaria es una de las causas de mayor
mortandad. Se produce un sindrome nefrético debido a la deposicion de
complejos inmunes en el glomérulo renal. Se asume que estos complejos
inmunes se componen de anticuerpos especificos contra el parésito, sin
embargo, en la fase crdnica en la que no hay parasitemtia, parece que la
presencia de autoanticuerpos pueda jugar un papel en la aparicion de la
glomerulonefritis en malaria.

Se ha descrito la presencia de anticuerpos antiADN en glomérulos en
infecciones cronicas murinas con afecciones renales. También se detec-
taron autoanticuerpos antiADN en biopsias de rifién de pacientes con LES.
Inyecciones seriadas de anticuerpos antiADN del idiotipo 16/6 Id en cepas
murinas no susceptibles a autoinmunidad produjeron sintomas parecidos
a LES. En otras infecciones parasitarias como esquistosomiasis y filariasis
también se detectan altos niveles de anticuerpos antiADN del idiotipo 16/6
Id (revisado en Abu-Shakra, 1991).

6.2.- Leishmaniasis.

Leishmania es un protozoo intracelular que reside en fagocitos
mononucleares. La enfermedad puede ser localizada o diseminada en
funcién de la especie. La primera fase de la enfermedad se caracteriza por
afecciones cutaneas y mucocutaneas. Las leishmaniasis viscerales o Kala-
azar estan causadas principalmente por L. donovani. Se caracterizan por
la presencia de altos titulos de inmunoglobulinas no especificas y en
menor grado, anticuerpos especificos contra el parasito. Las leishmaniasis
cutdneas, en cambio, presentan anticuerpos especificos contra el parasito
y niveles normales de inmunoglobulinas.

Como en el caso de la malaria, también se detectan muchos
autoanticuerpos en los sueros de pacientes, entre los que se encuentran anti
IgG (factor reumatoide), anti-tubulina, anti-actina, anti-ADN, anti
Sm/RNP, anti SSA/SSB (Ro y La) y anti musculo liso. También se
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detectan complejos inmunes circulantes (CICs) en sueros de pacientes que
presentan lesiones mucocutaneas, que se correlacionan con altos niveles
de Ac anti IgG. Esto sugiere una asociacion entre las lesiones mucocuta-
neas severas y la apariciéon de CICs. En las leishmaniasis viscerales se
observan lesiones glomerulares con deposiciéon de inmunoglobulinas y

componentes del complemento en los glomérulos (revisado en Abu-
Shakra, 1991).

6.3.- Schistosomiasis.

Ciertas especies de Schistosoma (S. mansoni, S, japonicun) infectan
higado, mientras que S. haematobium infecta vénulas del tracto urinario
causando enfermedad del uréter y la vejiga.

Al igual que en la malaria y la leishmaniasis, se produce glomerulo-
nefritis asociada a la deposicion de complejos inmunes. También se ha
descrito la presencia de autoanticuerpos en humanos y en modelos
experimentales, como anti ADN, RF, anti-esperma, anti-linfocitos y anti-
coldgeno. Recientemente se ha encontrado un alto nivel de anticuerpos
anti-ADN del idiotipo 16/6 y anti-cardiolipina. El papel que desempeiia el
RF no estd claro, parece ser el producto de una activacion policlonal, no
especifica, de células B que podria contribuir a aumentar el tamafio de los
complejos inmunes circulantes.

Se ha sugerido que algin mecanismo autoinmune podria jugar un
papel en la patogénesis de la fibrosis visceral, ya que se ha descrito la
presencia de anticuerpos y células T reactivas contra coldgeno en ratones
infectados con S. mansoni. Dichos autoanticuerpos estin presentes también
en otros desérdenes como artitritis reumatoide, escleroderma, fibrosis
pulmonar idiopatica y policondritis (revisado en Abu-Shakra, 1991).

6.4.- Oncocercosis.
La infeccioén por Oncocerca volvulus afecta a unos 30-50 millones de

personas en todo el mundo. En dreas hiperendémicas el 10% de las
personas infectadas y el 50% de los mayores de 40 afios son ciegos debido
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a lesiones inflamatorias de la cornea o Ia retina causadas por el parasito.
La enfermedad puede presentarse como una keratitis puntual o escleroide.
La primera aparece en infecciones de duracion inferior a 10 afios y la
segunda en las de duracion superior a 10 afios. Mecanismos inmunolégicos
mediados por anticuerpos del tipo IgE y eosindfilos son candidatos en la
patogénesis de la keratitis.

Se ha sugerido que mecanismos autoinmunes pueden estar in-
volucrados en el desarrollo de lesiones oculares. La similitud entre
oncocercosis y otras infecciones parasiticas es significativa ya que se
detectan anticuerpos anti-tubulina en el 67% de pacientes con leish-
maniasis visceral, 60% de leishmaniasis cutaneas, 89% con oncocercosis,
100% con esquistosomiasis y 94% de pacientes con lepra. En cambio no
se detectan en pacientes de malaria.

Aunque es evidente la presencia elevada de autoanticuerpos en
enfermedades causadas por protozoos y helmintos, su papel en la patologia
de la enfermedad no es tan evidente y podria tratarse de un epifenémeno
asociado a la propia destruccién tisular durante la infeccién.

7.- TRIPANOSOMIASIS AMERICANA, ENFERMEDAD DE CHAGAS.

La infeccion por Trypanosoma cruzi, un protozoo hemoflagelado que
causa la enfermedad de Chagas, es una de las principales causas de
afeccion cardiaca en América Latina. Aproximadamente unos 20 millones
de individuos estan infectados con el parasito y 50.000 muertes anuales
estan asociadas con esta infeccion. La incidencia de la enfermedad se ha
estimado en unos 120.000 casos nuevos por afio. En la actualidad todavia
no existe una vacuna para prevenir la transmisidn, asi como tampoco hay
ninguna droga quimioprofildctica a pesar del considerable irabajo ex-
perimental que se esta llevando a cabo.

Los responsables invertebrados de la transmision de T cruzi son
insectos hematofagos, pertenecientes a la familia Reduviidae, subfamilia
triatominae. La transmision natural de T.cruzi a los humanos estd asociada
con la picadura de un insecto de la familia Reduviidae, denominado
vulgarmente "vinchuca", el cual deposita heces que contienen tripomas-
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tigotes metaciclicos infecciosos en la piel del hospedador, que después
contaminaran el lugar de la picadura asi como las superficies mucosas.
Recientemente se han encontrado casos de transmision de la enfermedad
por transfusiones sanguineas. En América del Sur también se han en-
contrado numerosos casos de enfermedad congénita asociada con
nacimientos prematuros, abortos y placentitis. Otros modos de transmision
menos frecuentes son el amamantamiento, el transplante de 6rganos y los
accidentes en laboratorios de investigacion.

En el complejo ciclo de vida de T.cruzi, podemos encontrar 3 formas
morfogenéticas distintas. Los tripomastigotes (formas extracelulares que
no pueden dividirse) y amastigotes (formas replicativas intracelulares) se
encuentran en los hospedadores mamiferos, mientras que los epimastigotes
se dividen en el intestino medio de los insectos de la familia Reduviidae.
Cuando el insecto vector produce una picadura a un mamifero infectado
toma tripomastigotes del torrente sanguineo, los parasitos se transforman
en epimastigotes que se multiplican en el intestino medio del insecto.
Después de 3 o 4 semanas los tripomastigotes metaciclicos estaran presen-
tes en el extremo posterior del intestino del vector. Estos son depositados
durante las siguientes picaduras pudiendo infectar a nuevos hospedadores
mamiferos. Los tripomastigotes pueden ser fagocitados por macréfagos o
pueden directamente penetrar células, en las cuales se transformaréan en
amastigotes intracelulares (Figura 1).

Desde el punto de vista clinico, las infecciones por T.cruzi se
producen en dos fases: aguda y crénica. La fase aguda (1-3 meses de
duracién en humanos) se caracteriza por una activacién policlonal masiva
de linfocitos B y T, con un aumento en la produccion de autoanticuerpos,
observandose asimismo una severa inmunosupresion de las respuestas
humorales y celulares. Ademés, se caracteriza por la presencia de
tripomastigotes circulando en sangre y por la inflamacién local en los
puntos de infeccion (Koberle, 1968). Los parasitos proliferan en macroéfa-
gos, células endoteliales, musculatura lisa de los vasos sanguincos y
posteriormente, en musculatura esquelética y tejido nervioso. Al término
de la fase aguda se produce una reduccién en la parasitemia mediante
mecanismos aun desconocidos. Claramente hay un componente inmune,
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ya que la inmunosupresion conlleva el restablecimiento de la parasitemia
(Brenner, 1973). La desaparicién de parasitos en la fase aguda nunca es
total. La fase cronica dura toda la vida del individuo infectado y en ella
no se observan parasitos circulantes en sangre aunque se produce un
deterioro progresivo en tejidos del eséfago, colon, corazén y sistema
nervioso. Sin embargo, la presencia de parasitos se revela mediante
xenodiagnostico, y recientemente por PCR. La infeccidn crénica es a
menudo asintomatica, aunque un 10-20% de los casos presentan patologia
evidente. La cardiopatologia es una de las formas mas severas de la fase
crénica. La miocarditis en la enfermedad de Chagas se caracteriza por la
presencia de infilirados de células mononucleares y linfocitarias, con
destrucciéon de tejido miocardico que es reemplazado por tejido fibroso.
Este proceso va acompaiiado de la aparicion de anticuerpos reactivos con
miocardio (Hudson, 1985). El descubrimiento de anticuerpos autorreac-
tivos, asi como la ausencia de parasitos en corazdn infectado, conducen a
la hipétesis de que la autoinmunidad es la causa de la patologia cardiaca
de la fase crénica de la enfermedad de Chagas.

El tracto digestivo es frecuentemente diana durante los procesos
patogénicos en la enfermedad de Chagas y conduce a megasindromes del
esofago y colon (Rezende, 1984). En este caso el plexo mesentérico parece
ser la diana, y una vez mas, existe una asociacion de autoanticuerpos que
reconocen procesos nerviosos y autoinmunidad. I.a naturaleza autoinmune
de la neuropatologia en ratones infectados crdnicamente se ha demostrado
mediante transferencia adoptiva de células T cooperadoras a ratones
normales (Said, 1985, y Hontebeyrie-Joskowicz, 1985). Se cree que los
efectos combinados de la activacion policlonal y la presencia cronica de
anticuerpos de reactividad cruzada dan lugar a la patologia de la enfer-
medad de Chagas.

7.1.- Biologia de la invasién por 7. cruzi.
La biologia del parasito por si misma puede explicar parte de la

patogénesis de la enfermedad. Los tripanosomas contienen una gran
variedad de enzimas como proteasas, gelatinasas y colagenasas capaces de
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degradar colagenos de tipo I y colageno de tipo IV. También se han
detectado actividades proteoliticas contra laminina y fibronectina. Estos
enzimas juegan un papel importante en la degradacion de la matriz
extracelular (ECM) y en la subsiguiente invasion tisular por el parasito. Se
ha propuesto que la degradaciéon de la matriz de colageno, la cual es
evidente durante la fase aguda de la enfermedad chagéasica murina, puede
dar lugar a alteraciones patologicas crénicas como el debilitamiento de la
ECM.

Finalmente, sobrenadantes de cultivos de fibroblastos, células del
musculo liso y células del miocardio infectados (pero no los controles)
estimulan la sintesis de ADN de fibroblastos, asi como la sintesis de
proteinas y la proliferacion celular. Esto sugiere la existencia de un
mecanismo por el cual puede producirse fibrosis en la cardiomiopatia
chagésica cronica.

Otros enzimas pueden causar daiios tisulares y celulares. Por ejemplo,
la neuraminidasa de los tripomastigotes elimina moléculas de acido sidlico,
para la sintesis del cual T\ cruzi es defectivo (Schauer R., 1983), de la
superficie de las células endoteliales cardiacas. La pérdida de acido sidlico
por parte de los cardiocitos altera la homeostasis del calcio intracelular y
la funcién del miocardio.

La neuraminidasa de T.cruzi es inhibida por anticuerpos anti-
neuraminidasa y por lipoproteinas de alta densidad (HDL), las cuales estan
asociadas con el aumento de la infectividad celular in vitro. Esta
comprobado que ratones con niveles altos de HDL son mas susceptibles
a la infeccion por T.cruzi. Aunque todavia no estd clara la relacion entre
la sintesis de estos enzimas parasitarios y la patogénesis de la enfermedad.

La entrada y replicacion intracelular de T. cruzi en las células de
mamifero es fundamental para la infectividad del parasito, su superviven-
cia y la continuacidén de su ciclo vital. Sin embargo, el mecanismo por el
cual 7. cruzi entra en las células es desconocido y también lo son los
mecanismos que evitan su destruccién por los sistemas microbicidas de la
c€lula. Recientemente se ha descrito que 7. cruzi entra en los macréfagos
por un procese activo dirigido por el mismo parésito.

La entrada del parasito a la célula hospedadora es un proceso
complejo que conlleva gran variedad de factores. Se sospecha que varias
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moléculas de la membrana celular del hospedador pueden ser importantes
en los procesos de entrada del parasito. A este respecto, los componentes
del suero tales como fibronectinas o Clq (Ortega-Barria E., 1991; Hall B.
F., 1993) pueden modular la invasién del parasito a las células del
hospedador, aumentando la internalizacién de los tripomastigotes tanto en
células fagociticas como no fagociticas, pudiendo actuar como puentes
para facilitar la unién del parasito a la célula diana del hospedador.
Schenkman y col (1991} han demostrado qgue los tripomastigotes entran en
las células de una manera polarizada preferentemente a través de la
membrana basolateral, donde la fibronectina y los receptores celulares del
hospedador estan concentrados. Estos resultados han sido confirmados
recientemente por nosotros, al demostrar que 7. cruzi utiliza las bl
integrinas, receptores de fibronectina y Clq, para ganar acceso al interior
celular (Fernandez M. A., 1993b).

Varias glicoproteinas de membrana de 7. cruzi han sido implicadas
en los mecanismos de entrada, entre ellas GP85, GP83 y glicoconjugados
de aproximadamente 35-50kD. Ortega-Barria y Pereira han encontrado en
T.cruzi una proteina de superficie de 60KDa (penetrina) la cual promueve
la adhesidn e invasién de las células hospedadoras. Esta proteina de 60kD,
se une selectiva y directamente a coldgeno y glucosaminoglicanos,
promoviendo su adhesiéon al substrato. Ademas, expresada en E. coli
permite a esta bacteria unirse y penetrar en fibroblastos no fagociticos
(Ruiz R. de C., 1993). También se ha comprobado que la transialidasa de
superficie, que transfiere dcido sidlico derivado del hospedador a las
moléculas de la superficie del pardsito parece ser necesaria para la
invasion (Schenkman S., 1991;.Cross G.A., 1993).

También se sabe que hay glicanos implicados en el fenémeno de
reconocimiento (Hall B. F., 1993). Muy recientemente hemos identificado
una serie de proteinas, especificas en la membrana de 7. cruzi, de unién
a carbohidratos (PUC) que podrian estar implicadas en el proceso de
reconocimiento, union, adhesion y penetracion del parésito a la célula
hospedadora (Bonay P., 1995).

Los parasitos pueden ser eliminados mediante mecanismos citocidicos
como la produccion de peroxido de hidrégeno. La entrada de tripomas-
tigotes dentro de la células no parece asociada a un aumento de la
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actividad respiratoria, sugiriendo que mecanismos intracelulares no
oxidativos pueden ser importantes en la limitacion de la infeccion
intracelular. También se ha descrito la participacién del dxido nitrico en
la muerte intracelular del parasito. En el modelo de raton se ha observado
que los niveles de NO (Muifioz-Ferndndez M. A., 1992) en el plasma y
sobrenadantes de ratones resistentes a la infeccién por T.cruzi son mayores
que en los de los ratones susceptibles a la infeccion. El tratamiento de
ratones infectados con inhibidores de 1a NO sintasa aumenta la parasitemia
y la mortalidad.

8.- ASPECTOS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.
8.1.- Fase aguda.

En el lugar donde se ha producido la picadura puede desarrollarse
una lesién inflamatoria conocida como chagoma. Ei proceso de inflama-
cion se expande localmente, siendo evidente una linfadenopatia. Los ciclos
asincronicos de la multiplicacion del parésito, destruccion celular y
reinfeccién ocurren dentro del sistema reticuloendotelial.

La mayoria de las personas con enfermedad de Chagas en fase aguda
no poseen una sintomatologia de la enfermedad. Sin embargo los nifios y
menos frecuentemente algunos adultos, pueden desarrollar una severa
sintomatologia después de un periodo de incubacién de 7 a 14 dias. Esta
sintomatologia incluye edema periorbital indoloro unilateral (la sefial de
Romaiia) y conjuntivitis. Otras manifestaciones de la enfermedad son
fiebre, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, nausea, vémitos, diarrea,
erupcion cutanea, lasitud, e irritacion meningeal.

Ademas, un pequeflo nimero de pacientes que padecen la enfermedad
de Chagas en fase aguda desarrollan una miocarditis severa y puede ser
evidente un foco de necrosis miocitolitica, degeneracién acompaifiada de
inflamacion celular, asi como la parasitemia de las miofibras. También
puede encontrarse en las fibras degeneradas una mezcla de exudado
inflamatorio con leucocitos polimorfonucleares (PMN,), células mononu-
cleares y pseudoquistes conteniendo amastigotes. En el modelo de raton,
podemos encontrar también eosindfilos, pero se desconoce su relevancia
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en la enfermedad humana. La miocarditis puede ser clinicamente
evidente, pudiendo incluir taquicardia, fallo cardiaco y cardiomegalia. La
aparicion de arritmias, paros cardiacos y congestiones cardiacas progresi-
vas en la fase temprana de la enfermedad son indicadores de prondstico
grave. La presencia de miocarditis en la fase aguda puede no estar
relacionada con el subsiguiente desarrollo de la cardiomiopatia chagasica
cronica. Un pequefio porcentaje de individuos con enfermedad aguda
muere por complicaciones asociadas con miocarditis aguda o meningoen-
cefalitis. Es importante resaltar que la mayoria de los pacientes con
Chagas en fase aguda se recobra completamente en 3 6 4 meses y que
ignoran que han sufrido una infeccién. En aquellos que mueren durante la
fase aguda, podemos encontrar amastigotes en el musculo cardiaco y
esquelético, asi como en las células gliales y en las del musculo liso.

8.2.- Fase cronica

La enfermedad de Chagas en fase cronica puede presentar arritmias,
tromboembolias y/0 fallos cardiacos. La cardiomiopatia dilatada es una
clara manifestacion de la enfermedad de Chagas en fase crénica, que
ocurre afios después de la enfermedad aguda. También es frecuente
encontrarse en esta fase un aneurisma apical en el ventriculo izquierdo. Se
piensa que el infarto de miocardio en esta fase es debido a una embolia
que se produce en el ventriculo izquierdo. También se han descrito en esta
fase arterioesclerosis y arteriolitis. La mayoria de los infartos de miocardio
ocurren en presencia de arterias coronarias normales. En el modelo canino
de la enfermedad se da la vasculitis de la microvasculatura coronaria. La
enfermedad de Chagas crénica puede ademads estar acompafiada de mione-
crosis, miocitolisis, y necrosis de las bandas de contraccion. Pueden verse
areas focales y difusas de hipertrofia miocelular con o sin infiltrados
inflamatorios. Ademas es evidente la fibrosis focal reemplazando al tejido
miocardico previamente dafiado. También puede observarse la colageno-
lisis y la invasién por macrofagos. Todas las areas del corazdn, incluyendo
las vias de conduccidn, pueden resultar dafiadas dando lugar a alteraciones
en la conduccion.

Para entender las manifestaciones clinicas de la enfermedad cronica,
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se ha estudiado la disfuncién del sistema nervioso auténomo asociada a la
infeccién por T.cruzi. La deplecidn de colina acetiltransferasa y acetil-
colina cardiaca, vista en experimentacidn animal, podria afectar la funcién
del sistema nervioso parasimpatico. La disfuncion del sistema nervioso
autéonomo ha llevado a la hipotesis de que la cardiomiopatia chagasica
pueda deberse al dafio neurcnal auténomo al corazon. Esta hipdtesis esta
apoyada por estudios que demuestran la destruccion de los ganglios
cardiacos. Sin embargo, se han visto variaciones en la densidad de los
ganglios vagos del miocardio. La denervacidén vaga se ha observado en
otras cardiomiopatias debidas a diferentes causas. En pacientes chagasicos
se han observado anormalidades en el componente simpdtico del sistema
nervioso autéonomo, como son la aparente reduccién en los niveles de
norepinefrina plasmatica y una reduccién de la presion sanguinea
diastdlica en posicion erguida.

8.3.- Estudios in vitro.

Durante la infeccion aguda, el dafio patoldgico parece estar cor-
relacionado con la presencia de parasitos. Por ello se ha estudiado el
efecto de la infeccion en la funcidon de las células musculares. En los
mioblastos infectados hay una reduccion en la cantidad de mRNAs
especificos del musculo (la cadena pesada de miosina y la alfa actina) que
estd asociada con la inhibicién de la diferenciacion a miotubulos.

Otro aspecto del metabolismo celular que se ve alterado por la
infeccidén es la respuesta celular a un estimulo externo, incluyendo el
mecanismo de transduccidn de sefiales.

La infeccidn se asocia con alteraciones en las funciones mediadas por
proteina G. A este respecto, se han demostrado alteraciones en la genera-
cion de cAMP en mioblastos y células endoteliales. Ademas, la generacion
de cAMP, en respuesta a un estimulo hormonal, esta reducida en células
infectadas debido al aumento de fosfodiesterasa enddgena. También hay
alteraciones asociadas a la infeccion en la movilizacién intracelular de
calcio y en la produccién de prostaciclina. Las alteraciones asociadas a la
infeccién en los mecanismos de transducciéon de sefiales de las células
endoteliales contribuye a focalizar anormalidades, lo cual puede incluir el
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espasmo microvascular coronario descrito en la infeccién murina aguda.

Los cambios patolégicos que se observan en la cardiomiopatia de la
enfermedad de Chagas sugieren que también son debidos, en parte, al
espasmo microvascular coronario.

Se ha estudiado la influencia de [a ECM para conocer los efectos de
la infeccion celular del hospedador en células no infectadas adyacentes. Se
ha visto que la infeccion de cultivos celulares endoteliales altera su
capacidad de sintesis. Un ejemplo es el aumento de la sulfatacién de la
cadena glucosaminoglicana del heparan sulfato depositada en la ECM de
las células endoteliales. Ademds, cuando las células endoteliales no
infectadas se cultivan en la ECM depositada por células endoteliales
infectadas, las células endoteliales no infectadas producen una ECM
idéntica a la sintetizada por las células endoteliales infectadas, lo cual
sugiere que las sefiales responsables de la orden de sintetizar este
proteoglicano alterado, residen en la ECM. Unas pocas células infectadas
pueden influir en un gran nimero de células no infectadas, gracias a la
ECM.-

Las uniones tipo "gap" (uniones en hendidura) entre las células
hospedadoras no infectadas también se encuentran bajo la influencia de las
células hospedadoras infectadas. Se sabe que la infecciéon de los car-
diocitos neonatales de rata altera la propagacion de la onda contractil.
También se ha visto una disminucion de la concentracion de uniones tipo
gap en corazones murinos infectados. Estas alteraciones en las comunica-
ciones intercelulares proporcionan una base celular para el estudio de las
alteraciones asociadas a la enfermedad de Chagas.

8.4.- Estudios en animales.

En la enfermedad experimental, se han relacionado algunas variacio-
nes bioquimicas del miocardio con la cardiomiopatia crénica. Por ejemplo,
en modelos animales, se observa una reduccién de los niveles de
acetiltransferasa colina, acetilcolina, norepinefrina y los del complejo
adenilato ciclasa receptor f3-adrenérgico del tejido cardiaco. En numerosas
ocasiones, las anormalidades bioquimicas preceden a cambios mor-
fologicos. Algunos cambios morfologicos durante la infeccién aguda
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tienen implicaciones en la patogénesis de la cardiomiopatia chagésica
cronica. Por ejemplo, fa destruccidén de los ganglios autondmicos puede
tener repercusion no solo en el desarrollo de la enfermedad cardiaca, sino
también a nivel gastrointestinal. Adema4s, se ha demostrado que durante la
fase aguda de la enfermedad murina, las células endoteliales que revisten
la vasculatura coronaria estan infectadas y pueden estar asociadas con
alteraciones focales en la microvasculatura coronaria, aumentando la
agregacion plaquetaria y la adherencia.

%.5.- Mecanismo inmune

Los mecanismos inmunes también participan en la patogénesis de la
enfermedad de Chagas. Durante los ultimos 20 afios se ha estudiado la
inmunologia de la infeccion, tanto en el modelo murino como en el
humano.

En el modelo de raton es evidente que tanto los componentes
humorales como los mediados por células del sistema inmune, son impor-
tantes en la resistencia del hospedador, asi como los antecedentes
genéticos.

Tarleton y col (1990) sugieren un papel importante de las células T
CD8" en la patogénesis de la infeccion. Ratones infectados que tienen las
células CD8" deplecionadas mediante el tratamiento con anticuerpos y
ratones deficientes en B,-microglobulina, carecen de células T CD8’
maduras, sufren una alta parasitemia y una muerte temprana. Ademas los
tejidos parasitados carecen de una respuesta inflamatoria.

Por otra parte, Ben Younes-Chennoufi y col (1988) demostraron que
la mayoria de las células T infiltradas en el corazén, en el curso de una
infeccion experimental, son CD4". Recientemente se han desarrollado
lineas celulares Th2 CD4" especificas para 7. cruzi que tras ser inyectadas
sistémicamente, o en neuronas de receptores normales, inducen infiltrados
mononucleares inflamatorios similares a los que se encuentran en los
ratones infectados por 7' cruzi. Ratones infectados crénicamente por 1. cruzi
rechazan transplantes de corazdén provenientes de donantes singénicos
recién nacidos, mediante una reaccion dependiente de CD4" (pero no
CD8"). La especificidad de estas células T no ha sido identificada, aunque
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se asume que son autoinmunes en su reactividad. Una posibilidad radica
en que las células T CD4" que median en esta patologia son expandidas,
como consecuencia de una activacion policlonal, ocurrida durante la
infeccién aguda por T.cruzi. La deplecion de las células T CD8' y CD4™
aumenta la suceptibilidad a la infeccidén pero modera la inflamacion del
miocardio durante la fase aguda. Sin embargo, la deplecién continia en
las fases postaguda y crénica dando lugar a una exacerbacion de la
patologia y un aumento del parasitismo miocérdico.

En los tltimos afios, se esta investigando intensamente el papel de las
citocinas en la patogénesis de la infeccion por 7.cruzi. Tanto la respuesta
humoral como celular estan suprimidas en las infecciones experimentales;
este estado inmunosuprimido esta asociado con concentraciones anormal-
mente bajas de IL-2. Se cree que IL-2 puede participar en fenémenos
autoinmunes relacionados con la enfermedad. Ademas el aumento de los
niveles de TNF, IL-5 e IFN-y durante la infeccién murina contribuye a la
patogénesis de la enfermedad. También se han encontrado niveles altos de
IL-1B e IL-6. A los altos niveles de IL-1, TNF y IL-6 se les atribuye las
alteraciones en las funciones celulares endoteliales en humanos, como son
el reclutamiento de leucocitos, la coagulacion y la proliferacion del
musculo liso, las cuales pueden tener importantes implicaciones en la
patogénesis de la enfermedad de Chagas. Se ha descrito que tanto el IFN-y
como el GM-CSF (factor estimulador de colonias de granulocitos y
macrofagos) palian en parte las consecuencias de las infecciones ex-
perimentales en murinos. A la vista de experimentos en los cuales se
demuestra que citocinas como el IFN-y aumentan la muerte celular de
T cruzi tanto in vitro como en ¢l modelo murino, se les ha atribuido un
efecto protector ante la infeccién por T.cruzi.

La citocina IL-10 tiene un especial interés en la infeccidn por T.cruzi
ya que puede interferir tanto en la produccién como en la utilizacién de
IFN-y. Se ha demostrado la produccion de IL-10 biologicamente activa
por ratones susceptibles genéticamente a 7. cruzi durante la infeccién
aguda por este pardsito, mientras que apenas se produjo IL-10 en ratones
resistentes. Los macréfagos son la fuente principal de IL-10 que se
produce después de la infeccion; aunque las células B del bazo y las
células T también producen IL-10 duranie la infeccién aguda. Se ha
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establecido un papel esencial para IL-10 en la mediacion de la suscep-
tibilidad en la infeccién aguda por T.cruzi ya que el tratamiento in vivo
con anticuerpos monoclonales antillL.-10 reduce la parasitemia sanguinea
y previene la muerte en cepas de ratén susceptibles a la infeccion.

El papel de las células Thl y Th2 en T. cruzi no esta tan claro como
en ofras infecciones, tales como leishmaniasis, esquistosomiasis y malaria,
donde parece que estin involucradas en el desarrollo de inmunidad o
inmunopatologia (Scott P., 1991; Fresno M., 1996). La induccion
diferencial de estas 2 subpoblaciones podria explicar el porqué algunos
antigenos inducen diferencialmente una serie de respuestas que pueden
conducir a patologia o a proteccién en 7. cruzi. Los clones Thl, que
secretan IL-2, IL-3, IFNy y TNF-a son protectores y activadores de
macrdéfagos mientras que los Th2, que secretan, [L-4, IL-5, IL-6, no lo
son. Nuestros resultados indican que TNF-a e [FN-y son las linfocinas
responsables secretadas por células Thl que activan de modo sinérgico la
- capacidad tripanocida de los macréfagos a través de un mecanismo
dependiente de oxido nitroso (NO) (Muiioz-Fernandez M. A.,1992). Esta
evidencia experimental sugiere que la patologia podria estar causada por
una excesiva estimulacion de las Th2, por células B CD5" (Minoprio P.,
1989), productoras de IL-4 e IL-10 y puede conducir a la supresién de las
células Thi, productores de IFN-y, que parecen ser las inductoras de
proteccion, esto ha sido confirmado por otros autores "in vivo" € "in vitro”
(Silva J. S., 1992; Nickell S. P., 1993).

La inmunosupresion es una de la principales caracteristicas de la
infeccion aguda por 7.cruzi , aunque los mecanismos responsables distan
de estar completamente aclarados. En estudios in vitro se ha observado
que T.cruzi induce importantes alteraciones en linfocitos T y B humanos
activados ¢ inhibe su capacidad proliferativa. Algunos autores sugieren que
estos efectos son debidos a una proteina liberada espontaneamente por el
parésito, llamada TIF (factor inmunosupresivo tripanosomal). Se han
encontrado anticuerpos neutralizantes de TIF durante la fase crénica, pero
no en la fase aguda de la infeccidn por T.cruzi, por lo que esto puede ser
una de las razones de que la inmunosupresidn esté confinada a la fase
aguda de la infeccion.

Recientemente, hemos caracterizado un antigeno mayoritario de la
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membrana de 7. cruzi, reconocido por varios anticuerpos monoclonales
(AcM), GP50/55 (Hernandez-Munain C., 1991). Uno de estos AcM
presenta reaccidén cruzada con una proteina (p28) que se expresa en la
superficie de los linfocitos T y B después de su activacion (Hernandez-
Munain C., 1991). Ademas, este anticuerpo es capaz de inhibir la
activacion de todos los linfocitos T y B. También hemos detectado
anticuerpos de similar especificidad en todos los pacientes chagasicos
estudiados y en ratones infectados, aunque su titulo y capacidad in-
munosupresora pueden variar (Hernandez-Munain C., 1992). Tenemos
evidencia de que este fendmeno no es Gnico. Asi, otros AcMs y los sueros
chagdsicos reconocen varios antigenos en leucocitos. Se ha sugerido que
la inmunosupresion podria disminuir las defensas del huésped y ayudar a
diseminar la infeccion y causar patologia. Sin embargo, las bases
moleculares de esta inmunosupresion no han sido caracterizadas. Nuestros
resultados indican que T. cruzi posee antigenos en su membrana que
presentan epitopos similares a proteinas de la membrana de los linfocitos
T y B del hospedador e inducen autoanticuerpos frente a los mismos,
impidiendo su activacién. Este fendmeno puede dar como resultado la
modulacién de modo directo o indirecto, de la respuesta inmune y
representa un nuevo mecanismo alternativo para las alteraciones inmunes
asociadas a esta enfermedad.

Por otro lado, la muerte de las células T CD4" por apoptosis, en la
infeccion por T.cruzi ayudaria al parasito a escapar de su destruccion
dentro de las células del hospedador infectado, asi como podria contribuir
a la persistencia del parésito en el estado cronico de la infeccion.

8.6.- Aspectos autoinmunes en la enfermedad de Chagas.

El origen de la patologia autoinmune en la enfermedad de Chagas es
atn desconocido. Dos elementos estan posiblemente involucrados.
Primeramente, una fuerte respuesta policlonal de linfocitos dependiente de
células T cooperadoras durante las fases aguda y crénica de la infeccion
podria desencadenar una expansién descontrolada de clones autorreactivos
(>’Imperio Lima, 1985,1986; Minoprio, 1987,1988). Y segundo, la
presencia de muchos antigenos que presentan reaccidén cruzada entre el
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pardsito y el hospedador podria desencadenar autoinmmunidad (Hudson,
1985 y Eisen, 1990).

La cardiomiopatia chagasica cronica no parece estar asociada a
parasitemia, lo cual refuerza la teoria de que la patogénesis de la enfer-
medad es de origen autoinmune. Inicialmente se pensdé en una autoin-
munidad humoral. Dicha teoria se basé originariamente en la existencia de
anticuerpos que reaccionaban con estructuras intersticiales y vasculares en
pacientes con enfermedad cardiaca chagdsica. Sin embargo, este concepto
fue modificado, para incluir una autoinmunidad celular, ya que linfocitos
CD4" de pacientes chagasicos destruian células cardiacas normales. Ade-
mas, células del bazo, de ratones infectados, eran citotoxicas para el
musculo cardiaco neonatal. Las células T CD4", de ratones infectados
crénicamente, proliferan como respuesta a miosina (Gea S., 1993). Se han
descrito numerosos autoanticuerpos con reactividad cruzada entre T. cruzi
y el hospedador. Asi, se ha encontrado en el suero de pacientes con
enfermedad muscular primaria o con cardiomiopatia chagdsica un anticuer-
po con reactividad cruzada a un polipéptido de 7.cruzi de 25 KDa.
También se han descrito anticuerpos con reactividad cruzada contra 7. cruzi
y el reticulo sarcopldsmico muscular. Se han descrito una gran variedad
de anticuerpos cocirculantes con reactividad cruzada. Por ejemplo, Szarf-
man y col (1987) han descrito anticuerpos antilaminina y Mesri y col
(1987) han encontrado anticuerpos anti proteinas ribosomales (P) en
pacientes con enfermedad de Chagas. Todo ello sugiere que los autoan-
ticuerpos y las células T CD4" juegan un papel importante en la patologia.

La existencia de muchos anticuerpos con reactividad cruzada en los
sueros de pacientes chagasicos y animales infectados, parece indicar que
el parasito utiliza el mimetismo antigénico para protegerse del sistema
inmune del hospedador. De manera que un parasito circulante, recubierto
con antigenos similares al hospedador, seria débilmente reconocido.
Aunque esto constituye un modelo muy atractivo, resulta bastante simple
si se tiene en cuenta la complejidad, tanto de T.cruzi como del sistema
inmune, ya que el parasito posee un amplio espectro de hospedadores,
siendo capaz de infectar a muchos, sino a todos, los vertebrados. Sin
embargo, la patologia asociada en cada caso es variable. Es poco probable
que todos los hospedadores posean antigenos idénticos, y debido a que la
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naturaleza de dichos antigenos no puede anticiparse, T.cruzi no puede estar
preparado para todo tipo de hospedador (revisado en Eisen, 1991).

El examen de varios antigenos con reactividad cruzada que han sido
caracterizados en T.cruzi y en mamiferos permite clasificarlos en tres
grupos: a) los antigenos no han sido bien definidos; b) son moléculas
sencillas; ¢) son epitopos de ciertas proteinas. Se ha demostrado que
anticuerpos con reactividad cruzada contra laminina reconocen car-
bohidratos en lugar de su esqueleto polipeptidico (Szarfman, 1982 y
Towbin, 1987). Se ha descrito que una proteina flagelar del parasito, de
160 kDa, presenta reactividad cruzada con una proteina de 49kDa del
sistema nervioso de mamiferos (Van Voorhis W., 1989). Estudios
postertores demuestran que la region de reactividad cruzada entre las dos
proteinas es de sélo 7-9 aminoacidos {Van Voorhis W., 1990).

De los antigenos con reactividad cruzada de T.cruzi que han sido
caracterizados, los glicolipidos son probablemente los que juegan un papel
mas obvio en mimetismo molecular. Asi, se han caracterizado amplias
familias de sulfatidos y de glicolipidos, que contienen galactosa, ricos en
a-OH, que estan en la superficie del parasito y que estdn ampliamente
distribuidos entre mamiferos (Eisen, 1990; Petry 1988 y 1989). Estos
fueron identificados al ser reconocidos por sueros de animales infectados
y ademas tales glicolipidos no son normalmente muy antigénicos. Es mas
probable que su antigenicidad en animales infectados por T.cruzi sea
resultado de perturbaciones en el sistema inmune del hospedador.

Otra hipétesis consiste en que 7. cruzi no utiliza el mimetismo como
un medio para eludir el sistema inmune, sino que, por el contrario, sus
efectos sobre el sistema inmune son tales que moléculas normalmente
neutras son reconocidas. Es posible que 1a activacion policlonal producida
por el pardsito sea responsable del funcionamiento defectuoso en la
autotolerancia, y que la aparicion de mimetismo sea resultado de dicho
funcionamiento defectuoso. Se ha propuesto que los efectos combinados
de la activacion policlonal y la presencia cronica de antigenos con
reactividad cruzada pueden dar lugar a la patologia autoinmune de la
enfermedad de Chagas (Eisen, 1990).

Otro tipo de mimetismo molecular, denominado mimetismo funcional,
parece tener un papel en el desarrollo de T.cruzi en mamiferos en
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beneficio del parasito. Existe un niimero creciente de proteinas de 7. cruzi
cuyas funciones mimetizan aquellas de proteinas normales del hospedador,
aunque so6lo algunas de ellas han sido identificadas y caracterizadas.

T. cruzi se localiza en las vacuolas de la célula infectada, pero su
replicaciéon tiene lugar en el citosol (Brenner, 1973). Los mecanismos
implicados en este proceso no han sido determinados. Estudios prelimina-
res indicaron que en mamiferos los parasitos liberaban una poblacién
heterogénea de proteinas y factores al medio circundante, y muchos de
estos poseen un potencial para alterar las funciones normales del
hospedador: TC TOX, CCl y sialidasa son liberadas por la forma infectiva
del pardsito. Las tres parecen estar reguladas durante el desarrollo del
mismo. Al contrario que las proteinas funcionales analogas del hospeda-
dor, la expresién y liberacion controlada de dichas proteinas, permite al
parasito utilizarlas en beneficio propio y someter al hospedador. Debido
a que las proteinas del parasito son funcionalmente analogas a las del
hospedador es posible predecir motivos estructurales conservados entre
ambos. Estas regiones estructurales conservadas pueden contribuir a la
aparicion de autoantigenos durante la infeccién por 7.cruzi.

TC TOX, identificada como una proteina de 75 kDa con actividad
hemolisina, presenta reactividad cruzada con la forma reducida y alquilada
de C9 humano. Como C9, TC TOX produce grandes poros en la mem-
brana de una gran variedad de tipos celulares. Su actividad es méxima a
pH 5.5 lo que sugiere un papel en la huida del parasito de vacuolas
acidicas (Andrews 1990)

CCI es una proteina de 87 kDa que interfiere en la formacién y
acelera la degradacion de la convertasa C3 (Joiner, 1988). Dicha funcion
es analoga a la de DAF (decay accelerating factor), una proteina de mami-
feros que previene la destruccion autologa de células por complemento
(Nicholson-Weller A.,1982 y Medof M.E., 1984). Las observaciones ini-
ciales que llevaron a la caracterizacion de CCI destacaban que los
pardsitos del estadio mamifero (tripomastigotes) eran resistentes a lisis por
complemento, mientras que los epimastigotes eran sensibles. La gp72 de
superficie de epimastigotes une mas C3 que la gp72 de tripomastigotes
metaciclicos. Esto ocurre porque C3 de tripomastigotes no se une al factor
B de amplificacion (Joiner, 1986), al interferir un complejo de glicoprotei-
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nas secretado por ellos (Joiner, 1988). Ademads, CCI se puede inmunopre-
cipitar de suero de pacientes chagasicos.

La neuraminidasa/transialidasa de 7.cruzi, descrita inicialmente por
Pereira (1983), se expresa en tripomastigotes metaciclicos y se libera de
la superficie del parasito (Libby, 1986). Dicho enzima esta funcionalmente
relacionado con las sialidasas del hospedador. Los estudios sobre la
sialidasa son abundantes y describen una familia de proteinas relacionadas
con el denominado "major 85 kDa surface antigen" (Peterson D.S.,1986;
Takel G.B., 1989; Kahn S., 1990; revisado en Cross, 1993). El analisis de
las secuencias de ADN revela una gran homologia con las sialidasas
bacterianas (Kahn S., 1991). Ademas dicho analisis de secuencias muestra
que la sialidasa de 7 cruzi es una familia heterogénea de sialidasas (Kahn
S., 1991; 1990). Esto sugiere que el parasito produce sialidasas con
especificidades variables que pueden, por consiguiente, jugar un papel en
el amplio espectro de hospedadores del parasito. Su secuencia también
revela la presencia de repeticiones ricas en cisteina en su amino terminal.
Dichas repeticiones muestran un 30% de homologia con la neuraminidasa
de Clostridium perfringens, tres motivos altamente conservados en
neuraminidasas virales y bacterianas, v dos segmentos similares a las
repeticiones YWTD presentes en el receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDL). Este dominio esta relacionado mediante una estructura
caracteristica del receptor de tipo IIl para fibronectina al LTR (long
terminal repeat). La secuencia LTR consta de 44 copias de repeticiones de
12 aminoacidos ricos en serina, treonina y prolina, con 117 sitios
potenciales de fosforilacion. En el extremo C-terminal hay 35 aminoacidos
hidrofébicos que podrian mediar el anclaje de neuraminidasa a membranas
via GPI. Estos datos sugieren que las proteinas de la familia neuramini-
dasa/transialidasa de 7. cruzi podrian tener funciones adicionales a las de
su actividad catalitica, como interacciones entre proteinas, y podrian jugar
un papel en la union de T.cruzi a las células del hospedador (Pereira M.
E., 1991).

Recientemente, hemos aislado un autoantigeno chagasico linfocitario
humano (Cha-912) que presenta un 52% de homologia con la repeticion
de doce aminodcidos del C-terminal de cierta sialidasa TCSAPA ("shed
acute phase antigen") de 7. cruzi. Anticuerpos contra TCSAPA estdn
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presentes en todos los pacientes chagasicos y en un 60% de ellos se hallan
presentes anticuerpos que dan reaccion cruzada con Cha-912.

También se ha descrito que el C-terminal de la proteina asociada al
flagelo de T cruzi, denominada FL-160-1, posee un epitopo, definido por
12 aminoéacidos (TPQRKTTEDRPQ) , que mimetiza un antigeno de 48
kDa presente en tejido nervioso, en especial en el plexo mesentérico del
intestino, nervio ciatico, y un subgrupo de células del sistema nervioso
central. También, se observd que FL-160 constituye una familia de genes
altamente relacionados. Se conoce la secuencia de aminoacidos completa
de FL-160-2 y se dispone de secuencias parciales de otros tres miembros
de la familia. Estos presentan entre ellos aproximadamente un 80% de
homologia, pero ésta es del 100% en el dodecapéptido del C-terminal
responsable del mimetismo molecular. Dicho dodecapéptido presenta
homologia con sialidasas bacterianas (27%), miembros de la familia de
genes SA85 (25-30%) y la familia de las neuraminidasa/transiali-
dasas/SAPA (25-30%). Anticuerpos contra los extremos terminales amino
y carboxilo de FL-160 reconocen el antigeno en membrana y bolsillo
flagelar de T cruzi, pero muestran un patrén distinto en epineurto y nervio
ciatico. Esto sugiere que existen al menos dos epitopos distintos en FL-
160 que mimetizan tejidos nerviosos (Wesley, 1993).

Recientemente también se ha encontrado que un péptido de trece
aminodcidos del extremo C-terminal de la proteina ribosomal de bajo peso
molecular de T cruzi genera anticuerpos que presentan reaccion cruzada
con sus homdlogos humanos {Bonfa, 1993; Mesri, E.A., 1990; Levitus G.
1991; Levin MLE., 1993).

Otra proteina ribosomal del paréasito, denominada PO, con un peso
molecular de 38 kDa, es también antigénica en la infeccién humana por
T.cruzi (Schijman A.G., 1992; Skeiky Y.A.W., 1992). Dicha proteina
posee largos fragmentos de su secuencia cargados negativamente que se
han relacionado con los autoantigenos de LES (Brendel, 1991) y con la
produccion de autoantigenos polireactivos tras la infeccion experimental
de T.cruzi (Kahn S., 1991)

Por otra parte, anticuerpos contra el receptor B adrenérgico (Magnu-
sson 1990) y el receptor de acetilcolina M2 (Fu, 1993) son detectados en
pacientes con cardiomiopatia dilatada idiopatica, una forma similar a la
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cardiomiopatia chagasica. Estos anticuerpos podrian estar dirigidos contra
las regiones de carga negativa del segundo bucle extracelular de dichos
receptores (Fu M.L.X., 1994). Ademas se han observado autoanticuerpos
activamente funcionales contra el receptor B adrenérgico (Borda E. S.,
1984; Rosenbaum M.B., 1994) y el receptor muscarinico M2 {Goin J.C.,
1994) en pacientes de la ‘enfermedad de Chagas, cuyos epitopos se
localizan en la misma regién del receptor. Es més, un péptido correspon-
diente al segundo bucle extracelular del receptor B adrenérgico fue
utilizado para el screening de la presencia de anticuerpos anti receptor 3
adrenérgico y para su purificacion en columna de afinidad a partir de los
sueros chagdsicos. La comparacion de las secuencias protéicas muestra la
presencia de un pentapéptido altamente homologo entre PO de T. cruzi
(AESEE) y el receptor B adrenérgico humano (AESDE) que parece ser
el responsable de la induccion de autoanticuerpos contra el receptor
adrenérgico (Ferrari I., 1995). Estos anticuerpos tienen actividad cronotro-
pica, con lo cual podrian explicar muy bien las alteraciones miocardicas
en Chagas sin necesidad de implicar ningin dafio tisular.

En resumen, existen numerosas enfermedades infecciosas que dan
lugar a fendmenos autoinmunes, por varios mecanismos. Entre ellas, la
enfermedad de Chagas es aquella en la que estd més claro el fendmeno
autoinmune como causa de Ia patologia, y en el que éste es debido en gran
parte a un mimetismo molecular. Por otro lado, cada vez surgen mas
evidencias que sugieren la posible implicacién de un agente infeccioso
como causa detonante del proceso autoinmune en las clasicas enfer-
medades autoinmunes.
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1. INTRODUCCION

La desmielinizacién primaria en el sistema nervioso central (SNC)
es el resultado de un dafio en la vaina de mielina o en la oligodendroglia
y puede ser producida por una variedad de mecanismos, que inciuyen
alteraciones metabdlicas, toxicos, infecciones y fendmenos autoinmunes.

La esclerosis multiple (EM), definida en 1966 por Vulpian, es la
" enfermedad desmielinizante que con mayor frecuencia afecta al SNC.
Aunque la etiologia de la EM no estd aun completamente esclarecida,
existen datos que sefialan un papel relevante de factores genéticos y
ambientales en la patogenia de la enfermedad. La hipotesis etioldgica mas
aceptada actualmente implica una accién combinada de agentes infec-
ciosos, fundamentalmente viricos, y mecanismos autoinmunes, en el
contexto de una predisposicion genética, aparentemente de tipo poligénico.
Aungue existe un amplio conocimiento de los mecanismos inmunologicos
implicados en la patogenia y fisiopatologia de la enfermedad, ain no se
dispone de un tratamiento eficaz que consiga frenar la evolucidn del
Proceso.

En el presente capitulo, se comentan aspectos de la historia,
epidemiologia y etiopatogenia de esta enfermedad, centrando la exposicion
fundamentalmente en los aspectos inmunolégicos. Se mencionan breve-
mente las caracteristicas clinicas y pruebas diagnosticas de la EM,
terminando con algunas consideraciones sobre la terapéutica actual y
futuras perspectivas terapéuticas.

2. DEFINICION, HISTORIA Y CONSIDERACIONES GENERALES

L.a EM, tambien llamada esclerosis en placas, esclerosis insular o
esclerosis diseminada, es por muchas razones una de las enfermedades mas
caracteristicas que afectan al sistema nervioso. Por un lado, es una de las
alteraciones neurologicas "primarias" de mayor prevalencia. Por el otro,
afecta normalmente a adultos jovenes, en los que puede seguir diferentes
tipos de evolucién clinica, siendo capaz de originar morbilidad e
incapacidad severas. Dadas las grandes incégnitas que existen sobre su

252



LA ESCLEROSIS MULTIPLE, 130 ANOS DEPUES

etiologia, no se dispone aun de un tratamiento especifico.

La enfermedad puede afectar a varias regiones del sistema
nervioso, como la médula espinal, el tronco enceflico, el cerebro, el
cerebelo y los nervios Opticos; los nervios periféricos se ven raramente
afectados. En los estudios anatomopatoldgicos es caracteristica la presencia
de numerosas lesiones, ampliamente distribuidas a través del eje cerebroes-
pinal, conocidas como placas. Una de las caracteristicas mas importantes
de estas placas es la pérdida de la mielina y de las células de la oligoden-
droglia. Es por ello, que la EM se ha clasificado como enfermedad
desmielinizante (Schumacher 1962), aunque no debe olvidarse que la
desmielinizacion dentro del sistema nervioso central puede ser el resultado
de diferentes factores etioldgicos (Korey 1959, Rose and Pearson 1963).

La presencia de estos focos de desmielinizacion diseminados a
través del sistema nervioso central da lugar a multiples y diferentes
sintomas y signos clinicos de disfuncion nerviosa, con un patrdon evolutivo
variable, bien en forma de exacerbaciones y remisiones, o siguiendo un
curso progresivo sin recuperacion de la lesion tras un episodio de crisis.

Como ocurre con otras muchas enfermedades, es dificil asegurar
quién fue el autor de la primera descripcion de la sintomatologia clinica
o de la naturaleza patologica de la EM. La mayoria de los autores han
atribuido a Cruveithier (1829 y 1842) y Carswell (1838) las primeras
descripciones clinicas y patoldgicas, cuyos relatos fueron efectuados casi
simultdneamente en el afio 1835. Sin embargo, pueden haber existido con
anterioridad descripciones aisladas de la enfermedad. Charcot, en 1868,
fue el primero en establecer una descripcion detallada de las manifes-
taciones clinicas de la EM, correlacionandolas con las alteraciones
anatomopatologicas de la enfermedad.

La primera vez que aparece el término de "esclerosis maltiple" en
la literatura médica es probablemente en la presentacién de Vulpian, el 9
de mayo de 1866, ante la Société Médicale des Hopitaux. No obstante,
aunque Vulpian fué el autor del articulo y el responsable de la discusion,
la mayoria de los casos clinicos fueron presentados por Charcot. A finales
dei siglo XIX la enfermedad ya era bien conocida en la literatura médica
internacional, en lo referente a sus manifestaciones clinicas, lesiones
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anatomicas y prevalencia

Sin embargo las teorias etiopatogénicas y las tendencias terapéuti-
cas continuaron siendo un tema controvertido (Brain 1930, Reese 1952,
Lehoczky 1957, Scheinberg y Korey 1962). Basicamente, estas teorias se
dividen entre los que postularon un mecanismo téxico, los que invocaron
alteraciones metabolicas o los que trataron de relacionarla con la carga
hereditaria, aunque la mayoria de las hipdtesis etiopatogénicas han
mvolucrado una etiologia infecciosa. Charcot fué el primero en asociar a
la EM con un antecedente de enfermedad aguda y enumeré casos que se
habian desarrollado siguiendo episodios de fiebres tifoideas, colera y
viruela. También apuntdé como posibles agentes etiolégicos, la exposicion
al frio y los factores emocionales (desgracias personales, shock y
vejaciones) sefialando la escasa probabilidad de que este proceso tuviera
un componente hereditario. Oppenheim, en 1887, fue el primero en sugerir
que la enfermedad podria ser consecuencia del envenenamiento por
metales (plomo, mercurio, zinc, manganeso, didxido de carbono y cia-
nuro), al igual que por toxinas enddgenas relacionadas con procesos
infecciosos dentales y amigdalares. En 1906 Marburg habia sugerido la
teoria de que la enfermedad estaba asociada con la difusion de una toxina
mielinolitica circulante. Esta teoria fue de nuevo postulada por Brickner
en 1931, cuando demostro la degeneracion de las vainas de mielina en la
meédula espinal de ratas tratadas con plasma de pacientes con EM. Otros
investigadores han sugerido una relacion con la deficiencia de cobalto,
cobre y vitaminas esenciales.

Gowers, en 1888, en la primera edicion de su "Manual de
Enfermedades del Sistema Nervioso" coincidia con Charcot en la mayor
parte de sus apreciaciones. Striimpell (1896) y Muller (1904), postularon
la existencia de una peculiaridad constitucional y sugirieron la teoria del
"desarrollo glial displasico” como una tendencia endégena a la hiperplasia
glial que llevaria, de forma secundaria, a una compresion de las vainas de
mielina. Curtius, en 1933, llama la atencion sobre la asociacién familiar
en algunos casos, asi como la presencia de defectos neuropaticos o
heredo-degenerativos en las familias de los pacientes con EM. Curschmann
(1920) también habia observado esta incidencia familiar. La proximidad
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de las placas tipicas de esta enfermedad a los vasos de pequefio calibre
hizo postular un origen vascular para la EM. Putnam (1933) v Franklin y
Brickner (1947) asociaron la producion de EM con trombosis venular y
vasoespasmo, respectivamente. Sin embargo, estas teorias fueron descar-
tadas posteriormente.

La relacién con procesos infecciosos fue observada desde un
principio. Marie, en 1884, sefialo que la enfermedad podria ser una
complicacidon de numerosos procesos infecciosos agudos y crénicos. Sifilis
y tuberculosis fueron dos de las infecciones relacionadas con la enfer-
medad (Dattner, 1937). Bullock, en 1913, y Gye, en 1921, consiguieron
transmitir la enfermedad del hombre a congjos, mediante inyeccion
subdural y subcutanea de liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con
EM. Ellos concluyeron que probablemente se trataba de un proceso
infeccioso y que el germen causante se encontraria en ¢l LCR. Kuhn y
Steiner (1917) y mas tarde Steiner (1928), consiguieron transmitir la
enfermedad a conejos y cobayas, y posteriormente a monos mediante
inyeccidén de sangre y LCR de pacientes con EM. Las lesiones en los
monos eran indistinguibles de las observadas en humanos. Ademas,
observaron la presencia de espiroquetas en sangre de los animales afec-
tados y posteriormente en cerecbro, médula espinal y LCR de pacientes con
la enfermedad. Este hallazgo no se confirmé por otros autores, lo cual
hizo pensar en contaminacidn o artefactos en las preparaciones. A pesar
de la falta de identificacién de un organismo especifico como agente
responsable de la enfermedad, muchos investigadores pensaron que, tanto
la distribucién geografica (aparicion mas frecuente en climas frios, donde
ciertos tipos de infecciones son mas prevalentes) como la incidencia
estacional, apoyaban un origen infeccioso en la EM. En los tltimos afios
ha existido un interés creciente en los virus "lentos" o "latentes" (Ga-
jdusek, 1965), habiendo sido valorada también la posible implicacion de
infecciones viricas comunes, sarampion y paperas (Sever y Kurtzke, 1969).

Hoy en dia, no se conoce la causa de la enfermedad y se postulan
dos teorias en el contexto de una susceptibilidad genética multifactorial,
la infecciosa y la autoinmunitaria como posibles etiologias, sin que ambas
sean excluyentes. Estos aspectos de la etiopatogenia de la enfermedad
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seran tratados mas adelante.
3. EPIDEMIOLOGIA Y ETIOPATOGENIA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE
3.1. Incidencia, prevalencia y distribuciéon

La valoracién de la incidencia real de esta enfermedad en la
poblacion general encuentra una serie de dificultades. Una de ellas es
debida a que la EM es una enfermedad infrecuente, y salvo que Ila
poblacidén objeto de estudio sea muy amplia o estudiada durante largo
tiempo, solamente apareceran unos pocos casos. El segundo problema
radica en la dificultad de establecer un diagnéstico definitivo en los
primeros estadios de la enfermedad. Por lo tanto, la mayoria de autores
utilizan la prevalencia como un indice de frecuencia de la enfermedad, a
pesar de los incovenientes que su uso conlleva (diferencias en la calidad
sanitaria entre distintas areas, duracion de la enfermedad, cambios en la
estructura de edades, diferencias en la determinacién de casos, migracio-
nes, etc.). Otros indices, como el de admisién hospitalaria y datos de
mortalidad, son menos utilizados.

L.a prevalencia es normalmente menor de 100 casos por cada
100.000 habitantes, siendo de 1,9 a 3,1 veces mas frecuente en las mujeres
que en los hombres (Acheson, 1977; Skegg y cols., 1987; Hader y cols.,
1988). El comienzo de la enfermedad es infrecuente antes de la pubertad,
aunque posteriormente la incidencia aumenta rapidamente hasta alcanzar
un pico alrededor de los 30 afios, se mantiene durante la cuarta década y
luego disminuye paulatinamente. Por encima de los 60 aiios la incidencia
es insignificante.

Existen diferencias geogréficas en la prevalencia de EM. General-
mente se ha utilizado la definicion de areas de alto riesgo (prevalencia
igual o mayor de 30 casos/100.000 habitantes), riesgo medio (5-25 ca-
s0s/100.000 habitantes) y riesgo bajo (menos de 5 casos/100.000
habitantes). Esta clasificacion tiene sus incovenientes, ya que dentro de un
drea de alto riesgo existen regiones con grandes diferencias en la
frecuencia de EM. Hasta hace pocos afios ha habido una simplificacidn,
ampliamente aceptada por la comunidad cientifica, en cuanto a que la
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distribucién de la EM estaba relacionada con la latitud geografica
(Kurtzke, 1980). Hasta la década de los ochenta, se aceptaba la idea de
que en los paises situados entre 36 y 46° de latitud norte la prevalencia de
la enfermedad era mucho menor que en paises mas septentrionales.
Estudios actuales indican que la distribucion de la EM es mucho mas
compleja de lo que se suponia en el pasado, no existiendo una clara
relacion con la latitud. Sin embargo, parece que la etnicidad es importante
en la distribucion de la enfermedad (Rosati, 1994). Las mayores tasas de
prevalencia de EM se encuentran en Islandia, Escandinavia, Islas
Britanicas y en paises colonizados en el pasado por los habitantes de estos
paises (Estados Unidos, Canada, Australia y Nueva Zelanda). Este hecho
ha llevado a algunos autores a pensar que los vikingos pueden haber sido
el instrumento que disemind la susceptibilidad genética de la enfermedad
a estas y otras areas del mundo (Poser, 1994). Los vikingos invadieron la
mayor parte de los paises europeos y se establecieron en Normandia,
Sicilia y en el sur de Italia. Comerciaron con los pueblos arabes, y se
adentraron en Persia, India y probablemente China. También emigraron
hacia el este y se establecieron en Rusia. Bajo el nombre de Varangianos,
formaron parte del imperio bizantino. Participaron en las cruzadas y
constituyeron un regimiento del ejército mongol. La costumbre de capturar
y conservar o vender a las mujeres y a los nifios, lo cual era muy
frecuente durante la Edad Media, al-igual que el floreciente comercio de
esclavos, pudieron ser factores importantes en la diseminacién genética de
la EM.

)

3.2. Hipétesis etiologicas

Como se comentd previamente, desde la descripcion de la
enfermedad se han postulado numerosas hipdtesis como causa de la EM,
a menudo influenciadas por las tendencias cientificas de cada momento.
Desde una visidn eminentemente critica, una hipotesis etiologica satisfac-
toria para la EM deberia de explicar una serie de aspectos, como el
modelo predominante de evolucion recurrente-remitente de la enfermedad,
las anomalias inmunoldgicas encontradas en el LCR, las anomalias
recurrentes clinicas y subclinicas que aparecen en los estudios de
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resonancia magnética nuclear (RMN), la clasica distribucién en placas de
la desmielinizacion en el SNC, la adicional patologia difusa del SNC y la
periflebitis retiniana (Allen, 1992). Una posible idea de conjunto puede ser
la siguiente: la incidencia de la enfermedad, 15 a 20 veces mayor entre
parientes inmediatos de pacientes con EM que en la poblacién general,
evidencia una predisposicion genética (probablemente poligénica). Sobre
esta base genética podrian influir una serie de factores ambientales,
fundamentalmente infecciones virales, que en el contexto de una funcion
alterada del sistema inmunoldgico provocarian el dafio tisular caracteristico
de la enfermedad (Poser, 1986; Sayetta, 1986).

Para una mejor comprensién de estos mecanismos, de una forma
esquematica podriamos clasificar las hipdtesis etiologicas actuales de la
siguiente forma:

1- Etiologia infecciosa

2~ Etiologia autoinmune

3- Etiologia combinada infecciosa-autoinmune
4- Etiologia metabodlica o toxica

Ninguna de estas hipotesis ha sido completamente demostrada o
descartada, contando cada una de ellas con una serie de evidencias a favor
(Tabla 1).

Durante casi un siglo, diferentes microorganismos han sido
considerados agentes etioldgicos en la EM (Johnson, 1994). Sobre todos
ellos destaca el posible papel etiopatogénico de los virus (Bebbe, 1967,
Dean, 1971; Sibley, 1985; Andersen, 1993). Este concepto se apoya en las
siguientes premisas:

1- La exposicion a infecciones virales durante la infancia o pubertad
esta relacionada con el padecimiento de la enfermedad y puede precipitar
exacerbaciones de la misma.

2- Infecciones experimentales en animales e infecciones naturales en
humanos pueden, tras largos periodos de incubacién, causar enfermedad
neurologica con cursos remitentes y recurrentes y desmielinizacion.

3- Los pacientes con EM tienen alterada la respuesta inmunolégica
frente a virus a distintos niveles.
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Tabla 1.
Hipdtesis etioldgicas en la esclerosis multiple

Hipétesis Evidencias a favor

INFECCIOSA - Anticuerpos antivirales
- Aislados de tejidos
- Persistencia viral-antigeno
- Persistencia viral-genoma
- Disfunc¢idn inmune asociada a virus
- Medelos experimentales inducidos por virus

AUTOINMUNE - Incidencia aumentada de otras eniermedades
autoinmunes
- Predisposicién genética, asociacion con
genes de MHC y TCR
- Disregulacién del sistema inmune
- Autoantigenos identificables
- Modelos experimeantales animales y humanos
de ofigen autoinmune
- Tratamiento eficaz por induccién de tolerancia
o por eliminacién de linfocitos T autorreactivos

COMBINADA - Evidencia de otras enfermedades
desmielinizantes
- Modelos experimentales inducidos por virus
en los que ocurren reacciones autoinmunes

Como se ha comentado en el punto 2, estudios en pacientes y en
una amplia variedad de modelos experimentales animales (tabla 2), han
demostrado que ciertos virus, tras largos periodos de incubacién y
utilizando una amplia variedad de mecanismos, pueden causar enfer-
medades con un curso remitente y recurrente y con destruccién de la vaina
de mielina. Diversos estudios en pacientes con EM, han revelado la
presencia en el suero y liguido cefalorraquideo de altos titulos de
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anticuerpos contra varios virus, como el virus del sarampion entre otros
(tabla 3). Asi mismo, utilizando distintos métodos de cultivo, en pacientes
con EM se ha logrado aislar una amplia gama de virus, segliin se expone
en la tabla 4.

Tabla 2.
Virus implicados en modelos experimentales de
enfermedades desmielinizantes agudas o crénicas

Estirpe Virus y especie animal afectada
PAPOVAVIRUS SV40 en macacaos
PARAMYXOVIRUS Virus del moquillo en perros
CORONAVIRUS Virus de la hepatitis murina en cepas JHM
PICORNAVIRUS Virus de Theiler en ratones

Virus de encefalomiocarditis murina
TOGAVIRUS Virus Semliki Forest murino

Virus Ross River murino
RHABDOVIRUS Chandipura
LENTIVIRUS Virus Visna en ovejas

Virus de artritis-encefalitis caprina

[a hipotesis mas aceptada actualmente es la combinada infec-
ciosa-autoinmune. Tras procesos infecciosos, fundamentalmente viricos,
se originarian una serie de anomalias en la respuesta del sistema in-
munolégico. El punto de partida puede ser la similitud existente entre
ciertas proteinas virales y proteinas propias de la mielina (mimetismo
antigénico) capaz de originar respuestas de reactividad cruzada entre estas
proteinas y las proteinas de la mielina. Junto a esto, se precisaria la
concurrencia de determinadas moléculas de! complejo mayor de histocom-
patibilidad (MHC), capaces de presentar estos antigenos compartidos a los

260



I.A ESCLEROSIS MULTIPLE, 130 ANOS DEPUES

componentes especificos del sistema inmunitario, con mayor eficacia que
otras moléculas MHC, no asociadas al padecimiento de la enfermedad. El
resultado final seria el desencadenamiento de una reaccidn autoinmune que
originaria la desmielinizacidn de ciertas dreas del SNC. En este fenomeno
de destruccion de la vaina de mielina participarian, en primer lugar, las
células presentadoras de los antigenos de la mielina, los cuales serian
reconocidos por linfocitos T CD4" autorreactivos. Estas células serian
capaces de estimular la respuesta citotéxica de las células CD8" y de las
propias células CD4", asi como las produccion de anticuerpos frente a
constituyentes de la mielina, que llevarian a cabo el proceso final de
destruccion de la vaina de mielina.

Tabla 3.
Virus frente a los cuales se han encontrado titulos
elevados de antifuerpos en pacientes con EM

LCR SUERO
SARAMPION SARAMPION
PARAINFLUENZA ,2,3 PARAINFLUENZA 3
INFLUENZA A, B INFLUENZA C
VARICELA VARICELA
HERPES SIMPLE HERPES SIMPLE
RUBECLA RUBEOLA
EPSTEIN-BARR EPSTEIN-BARR
PAPERAS

RESPIRATORIO SINCITIAL
CORONAVIRUS

ADENOVIRUS

HTLV-1 (gag) HTLV-1 (gag)
HTLV-II

SIMIAN VIRUS 5
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Tabla 4.

Virus identificadaos en paclentes con esclerosis multiple

VIRUS

Método de aislamiento o de identificacién

Virus de la rabia

Vitus de la rabia
Agente del Scrapie
Agente asociado g EM
Virus Parainfiuenza 1
Virus del Sarampién
Simian virus 5

CMV de chimpancé

Coronavirus

Virus semejante al de la
neuropatia mielo-Sptica
subaguda

Flavivirus de la encefalitis
Tick-borne

HTLV-I
LM7 (retrovirus)
HSV-1

Herpesvirus-6

Encefalitis en ratones inoculados con sangre o cerebro

Cambios citopaticos en cultivo celular inoculado con
homogeneizado csrebral

Cesarrollo de scrapie en ovejas 16-21 mases tras
inoculacién con cerebro

Disminucion en células PMN en ratonas inoculados
con tejido de EM

Cultivos cefulares de lejido corebral de dos pacientes
fusionados con otras células y recuperacion del virus

Cambios citopaticos en células de rifidnde mono
inoculadas con un homogeneizado de biopsia cerebral

Formacién de sincitios en cultivo de células MRCS
inoculadas con células de médula ¢sea de pacientes

Chimpancés neonatos inoculados con células
cerebrales de pacientes que ires afios mas fande
desarrollaron un cuadro de perélisis

Cerebres frescos inoculados en ratones y crecidos en
cultivo producian virus

Cambios citopdticos en células MRCS inoculadas con
LCR

Sangre de dos pacientes inoculada intracerebralmente
en ratones

RNA identificado en tinf. T de LCR

Identificado en lineas celulares de LCR

Aislado de LCR durante el primer brote

DNA aislado de placas desmielinizanies
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3.3. Estructura y funciéon de la mielina en el sistema nervioso central.

Un hecho central en la patogenia de la EM es el reconocimiento,
por parte del sistema inmunolégico, de antigenos lipidicos o proteicos
especificos de la mielina, especialmente los derivados de la proteina basica
de la mielina (PBM). La mielina es un sistema multilamelar de membranas
proteolipidicas que envuelve los axones a lo largo de todo el SNC y de los
nervios periféricos (revisado en Williams, 1993). El papel de la vaina de
mielina es multiple, actuando como un aislante eléctrico y a la vez con-
trolando y aumentando la velocidad de la transmisién de la sefial desde el
"cuerpo" de la neurona hasta la unidn sinaptica, a lo largo del axon. Asi
mismo, favorece una serie de procesos dindmicos, que incluyen traduccidén
de la seiial, modificaciones post-traduccionales y metabolismo lipidico.

La mielinizacion del SNC comienza cuando las células oligoden-
drogliales dirigen extensiones de la membrana plasmatica neuronal, de
apariencia fragil, hacia los axones y proceden a envolver el cilindro axonal
con un continuo enrollamiento de estas extensiones. Posteriormente, estas
membranas se compactan desapareciendo el espacio citoplasmico. En el
SNP, el proceso de mielinizacidon se produce a partir de las células de
Schwann.

La mielina deshidratada se compone en un 75-80% de lipidos y en
un 20-25% de proteinas. Los lipidos mas importantes son: colesterol,
cerebrésido, fosfatidil-etanoclamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfati-
dilinositol, plasmalégenos, esfingomielina y gangliésidos. La fraccién pro-
teica consta fundamentalmente de proteina basica de mielina (PBM),
proteolipido proteico o lipofilina (PLP), v glicoproteinas asociadas a la
mielina o al oligodendrocito y mielina (GAM y GOM).

I.a PBM es una proteina extrinseca de membrana localizada en el
citoplasma de la mielina. Esta presente en varias isoformas (proteinas de
diferente peso molecular, derivadas de un ajuste alternativo del RNA
mensajero de la PBM). Estas isoformas tienen un peso molecular de 21,5,
20,2, 18,5 y 17,2 kDa, cuyas secuencias de aminoacidos son conocidas
(Kamholz y col. 1986, Roth y col. 1987). La isoforma mas frecuente en
los seres humanos es la de 18,5 kDa. La PBM representa un 25-30% del
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total de las proteinas de la mielina, contiene 170 aminoacidos y muestra
un alto grado de conservacion entre diferentes especies, principalmente en
su mitad carboxilo-terminal. Ademas de la variedad de isoformas, existen
una serie de microheterémeros o distintas formas quimicas que se diferen-
cian en su potencial cationico, lo cual conduce a un distinto grado de
fosforilacion, distinta capacidad para estabilizar la multicapa de 1a mielina
y un papel distinto en la traduccidn de la sefial en la mielina. Procesos de
fosforilacion y metilacién de diferentes residuos de la PBM parecen
intervenir en interacciones entre proteinas y lipidos, los cuales juegan un
importante papel en la formacion de la mielina.

Estudios bioquimicos de la PBM, obtenida del cerebro de indivi-
duos con o sin EM, han demostrado que ia PBM de sujetos con EM es
frecuentemente menos catidnica y relativamente menos eficaz en su
capacidad para unir lipidos que la procedente de individuos sin EM
(Moscarello, 1986). Sin embargo, aunque ésta y otras observaciones
podrian implicar alguna relacion entre la naturaleza de la PBM y la
actividad de la enfermedad, seria prematuro asumir que alteraciones
primarias de la PBM pudieran representar un mecanismo desencadenante
en la etiologia de la EM. La actividad encefalitogénica de la PBM ha sido
puesta en evidencia mediante el estudio de diferentes modelos experimen-
tales en animales, en los cuales la inmunizacién con PBM o péptidos
derivados de la misma consigue inducir una enfermedad desmielinizante,
la encefalomielitis alérgica experimental (EAE), cuyas manifestaciones
clinicas son superponibles a las observadas en la EM (Maugh, 1977). Este
modelo experimental de EM ha sido el centro de una extensa investigacion
en los Ultimos afios, con un énfasis particular en el desarrollo de-estrate-
gias terapéuticas encaminadas a suprimir la enfermedad. Los aspectos
relacionados con estos modelos experimentales se abordaran posterior-
mente con mayor profundidad.

La lipofilina o proteinas proteolipidicas (PL.P) comprenden casi un
50% del total de proteinas de la mielina. Estas proteinas promueven la
aposicion de las superficies extracelulares de la vaina de mielina y ademas
intervienen en la regulacion de los flujos de calcio. Su papel en la EM ha
sido sugerido tras la induccién de encefalitis alérgica experimental (EAE)
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al administrar lipofilina en animales de experimentacion o por transferen-
cia pasiva de linfocitos T sensibilizados frente a PLP (Yamamura, 1986;
Trotter, 1987). Al igunal que ocurre con la PBM, la PLP presenta varias
isoformas, las cuales pueden tener diferentes funciones. La PLP une
lipidos de forma primaria a través de interacciones con su lado hidrofébico
La parte hidrofilica, cargada positivamente, puede también participar en
interacciones electrostaticas con fosfolipidos. Igualmente, la fraccion
proteolipidica de la mielina se ha aislado junto con un pequefio porcentaje
de acidos grasos. Esta union a dcidos grasos es un proceso dinamico que
parece estar implicado en el mantenimiento y funcién de la mielina.
Durante la formacion de la vaina de mielina, la PLP puede participar en
interacciones proteina-proteina, tales como la asociacidn especifica entre
PLP y PBM. Como se mencioné anteriormente, la actividad encefali-
togénica de la PLP, tras inoculacién a animales de experimentacion, esta
asociada a una respuesta similar a la observada en la EAE inducida por
PBM. Una comparacién entre la secuencia de aminoacidos de la PLP y
ciertas proteinas virales ha evidenciado varias similitudes entre su
secuencia primaria y los virus de Epstein-Barr, influenza A, VIH y
adenovirus (Shaw, 1986). De este modo, podria explicarse porqué la
respuesta observada frente a la PLP en la EAE seria un reflejo de una
respuesta autoinmune potencial, similar a la relacién propuesta entre la
PBM vy varios virus infecciosos.

Otras proteinas, tales como GAM y GOM, han sido implicadas en
funciones de reconocimiento del antigeno y adhesion intercelular. En
virtud de la presencia de estas proteinas en el espacio extracelular, han
sido propuestas como candidatas a servir de diana en los procesos de
desmielinizacién inducida por anticuerpos (Edwards, 1989). GAM es una
proteina de membrana altamente glicosilada. Su region extracelular tiene
un dominio del tipo de las inmunoglobulinas, y una secuencia RGD
(Arg-Gly-Asp) caracteristica de las moléculas de adhesion. GAM se
expresa primariamente en regiones periaxonales y se le atribuye una
funcién en el reconocimiento y adhesion de los componentes de la
oligodendroglia a los axones durante la formacion de la mielina. También
ha sido involucrada en fendmenos de desmielinizacion, al haberse demos-
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trado la presencia de células productoras de anticuerpos anti-GAM en
pacientes con EM (Baig, 1991). GOM esta implicada en la extension de
la membrana de mielina, apareciendo también como una buena candidata
a diana antigénica en la desmielinizacion inducida por anticuerpos
(Kerlero, 1990).

Con respecto a los lipidos constituyentes de la mielina, numerosas
investigaciones han sefialado su posible papel patogénico, como poten-
ciales autoantigenos, en los procesos de desmielinizacion (Hosein, 1984,
Kasai, 1986) y se han encontrado variantes estructurales diferentes en
tejido nervioso de pacientes con EM (Wood, 1984; Sourander, 1990).

En las 4reas de tejido desmielinizando y en las zonas circundantes
a estas placas se encuentran una serie de anomalias lipidicas. Estas
incluyen: disminucién en los lipidos totales, menor relactén lipido/protei-
na, incremento en la cantidad de ésteres de colesterol, disminucién en la
concentracion de fosfolipidos, disminucion en la cantidad de cerebrosidos
y sulfatidos, niveles alterados de acidos grasos y cambios significativos en
la concentracion de ganglidsidos (particularmente GM,) (Wilson, 1991;
Davison, 1962, Wender, 1974; Shah, 1980; Sappey, 1990; Denisova, 1990;
Yu, 1974). Las lesiones desmielinizantes muestran un contenido aumen-
tado de agua. Por otro lado, se han encontrado anticuerpos anti-cerebré-

sido y anti-gangliosido GM, en el LCR de pacientes con EM (Kasai,
1986).

3.4. Factores genéticos versus factores ambientales

El posible papel de los factores genéticos en la etiologia de la EM
ha sido discutido durante muchos afios. Actualmente hay bastante unifor-
midad de criterios entre los distintos. grupos que investigan la etiopato-
genia de esta enfermedad respecto a considerar que en el desencadena-
miento de la EM deben existir interacciones entre factores genéticos y
ambientales. Es probable que la susceptibilidad a la EM esté bajo el
control de varios genes codificados dentro v fuera del MHC, los cuales
conferirian cierta vulnerabilidad ante determinados estimulos inmunold-
gicos, cuya consecuencia final seria la desmielinizacién. Sin embargo, es
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bastante improbable que la EM tenga una causa exclusivamente transmi-
sible por factores genéticos. Asi, las tasas de incidencia entre gemelos
dizigéticos y en descendientes de parejas con elevada consanguineidad no
son lo suficientemente altas para justificar una unica asociacién. No
obstante la tasa relativa de incidencia entre parientes en segundo y tercer
grado de pacientes con EM es lo suficientemente elevada para considerar
que los factores genéticos deban jugar un papel patogénico destacado. Por
otro lado, se han identificado grupos resistentes a EM en dreas geograficas
de alto riesgo (asiaticos y amerindios en Norteamérica, lapones en
Escandinavia, gitanos en Hungria) (Sadovnick, 1994).

Si la susceptibilidad a 1a EM esta determinada por varios genes, tal
y como parece evidente, presumiblemente cada locus diferira en el efecto
ejercido sobre dicha susceptibilidad. Un hecho bien documentado es la
mayor prevalencia de la enfermedad en mujeres, lo cual ha llevado a
pensar. en un factor genético de susceptibilidad ligado al cromosoma X.
Otro dato de interés es la tasa de concordancia, de aproximadamente un
26% en gemelos monozigdticos, frente al 2,4% observado en gemelos
dizigoticos de idéntico sexo, porcentaje similar al de hermanos no gemelos
de pacientes con EM. Esta diferencia sugiere claramente que la suscep-
tibilidad a la EM estd muy influenciada genéticamente y que no es
probable que un unico gen dominante o recesivo sea el responsable del
efecto.

Pero quizas el papel mas importante se le haya dado a los genes
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), habiéndose relaciona-
do la susceptibilidad a padecer la EM con la presencia de determinados
alelos del MIHC. Referente a las moléculas de clase 1 del MHC, las
primeras observaciones establecieron una relacién entre la EM y los
antigenos HLA-A3 y -B7, definidos por serologia. Posteriormente, esta
relacion quedoé relegada a un plano secundario, en favor de asociaciones
mas fuertes de la enfermedad con moléculas de clase II del MHC
(HLA-DR2) (Tiwari, 1985). Asi, en la mayoria de las poblaciones
estudiadas, la frecuencia de HLLA-DR2 en individuos con EM es de
aproximadamente €l doble que en controles sanos.

Respecto a los patrones de evolucién de la enfermedad, algunos
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estudios han reportado una asociacion del haplotipo DR4 con una
evolucion de tipo crénico-progresiva primaria, mientras que el haplotipo
DR3 parece asociarse con una evolucidon de tipo recurrente-remitente.
Recientemente, se ha observado que la expresion de moléculas HLA de
clase I unidas a péptidos estd disminuida en la superficie de células de
pacientes con EM (Li, 1995), sugiriendo que los pacientes con EM tienen
una presentacion anémala de autoantigenos. Este hecho, comun a varias
enfermedades autoinmunes ligadas al HLA, se ha asociado a defectos en
los mecanismos de tolerancia hacia antigenos propios y a una "inadecuada
educacion de los linfocitos T", secundaria a la falta de ensamblaje de
moléculas de clase I del HLA, controlada por genes ligados a los genes de
clase II. o

La asociacién de la EM con el MHC se ha definido mucho mejor
a partir de la introduccién de las técnicas de analisis del DNA mediante
secuenciacion o de amplificacién mediante técnica de PCR. De esta forma
se ha visto que el haplotipo que comporta mayor riesgo de EM es el
HLA-DR2DRB1*1501/DRB5*0101 -DQA1*0102-DQB1*0602 (Haegert,
1994). En la poblacién de individuos con EM en Cerdeiia, se ha en-
contrado una asociacion con DR4-DQA1*0301-DQB1*0302/0201. En
chinos y algunos caucasicos que carecen del alelo DQB1*0602, se ha
encontrado cierta relacién con alelos DPB1 (Dekker, 1993). En general,
parece que la predisposicion vendria determinada por la asociacién de un
alelo DQA1 determinado con un alelo DQB1 concreto.

En cuanto a la relacion de los diferentes haplotipos con el
prondstico de la enfermedad, no se ha encontrado ninguna influencia del
haplotipo DR15-DQ6. Por el contrario, pacientes con EM que expresan los
haplotipos DR17-DQ2 y DR1-DQS5, los cuales son mucho menos frecuen-
tes en individuos con EM, parecen tener un peor pronostico (Runmaker,
1994).

También se ha estudiado si otros genes, distintos de los del MHC,
pudieran estar implicados en el desencadenamiento o en la evolucién de
la EM. En este sentido, han aparecido resultados contradictorios en cuanto
al gen de la PBM, aunque no parecen existir polimorfismos en este gen
que puedan relacionarse con la enfermedad. Tampoco se han encontrado
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pruebas evidentes de polimorfismos genéticos en las moléculas transpor-
tadoras asociadas con el procesamiento antigénico (TAP) o en las pro-
teasas grandes multifunctonales (LMP). Tambien se han estudiado los
genes de ciertas citocinas {TNF-a entre otros), aunque los resultados
preliminares tampoco parecen evidenciar alteraciones a estos niveles. Por
ultimo, se han investigado polimorfismos en los genes del receptor del
linfocito T para el antigeno (TCR) con resultados contradictorios (Oksen-
berg, 1989; Hillert, 1992).

Recientemente, algunos autores han evidenciado una heterogenei-
dad de la region determinante de complementariedad 3 en la cadena a del
TCR en linfocitos T especificos de PBM, que se incrementa en paralelo
con la severidad de la enfermedad (Utz, 1994). Este hallazgo sugiere que
la severidad de la enfermedad pudiera estar asociada con un aumento de
la heterogeneidad de linfocitos T especificos {rente a la PBM.

3.5. Mecanismos inmunologicos en la EM
3.5.1. Mecanismos autoinmunes.

La EM es una enfermedad inflamatoria cronica del SNC carac-
terizada por infiltrados focales de linfocitos T y macrdfagos, que conducen
a la desmielinizacion y pérdida de funcién neurolégica (Adams, 1989;
Prineas, 1976, 1978). En las placas de desmielinizacién agudas se ha
demostrado la presencia de linfocitos T activados que secretan diversas
linfocinas y expresan receptores para factores de crecimiento, como IL-2.
[gualmente estan presentes células mononucleares activadas, que expresan
molécuias de clase [I del MHC vy el antigeno de membrana B7 y que
igualmente secretan citocinas inmunorreguladoras, tales como IL-12
(Woodroofe, 1986; Hofman, 1986, 1989, Windhagen, 1995).

El proceso inflamatorio se circunscribe a la sustancia blanca del
SNC y no afecta al SNP o a otros 6rganos. Aunque es ampliamente
aceptada la idea de que el proceso inflamatorio conduce a la desmieli-
nizacion y es el causante de las alteraciones neuroldgicas en la EM, los
mecanismos subyacentes responsables del inicio y mantenimiento de la
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enfermedad no han sido esclarecidos completamente.

En la actualidad, los intentos de explicar la etiopatogenia de las
enfermedades autoinmunes humanas se apoyan en una serie factores
etioldgicos. El primero de ellos se sustenta en la existencia de una posible
infeccion del érgano o tejido afecto por un virus u otro agente infeccioso.
Mediante alteracion de los antigenos propios, mimetismo antigenico o
alteracidn de los patrones normales de respuesta inmunologica, este proce-
so infeccioso iniciaria la cascada de sucesos que llevarian al desarrollo de
una enfermedad autoinmune érganoespecifica.

Otra base etiopatogénica de la autoinmunidad se sustenta en la
consideracion de que las células infiltrantes son de naturaleza autoinmune
por haber escapado a los procesos normales de eliminacién clonal que
deben tener lugar en los érganos linfoides primarios durante los procesos
de diferenciacion y maduracién de los linfocitos T y B. Estas células
autorreactivas podrian reconocer proteinas especificas del drgano diana,
con ayuda de las células presentadoras de antigeno, necesarias para la
activacion de los linfocitos T-CD4".

Ambas hipdtesis son aplicables a la EM. Ademas, una vez que la
cascada autoinmune comienza, tiene lugar una diseminacién de autoanti-
genos intracelulares, que en condiciones normales son inaccesibles a los
linfocitos T especificos. La activacidon de estas células incrementaria la
severidad del proceso. Es probable que los virus y otros agentes infec-
closos que actian como superantigenos, inicien la activacion o dirijan el
proceso autoinmune en lugar de ser los objetivos primarios de las células
infiltrantes. Un aspecto importante a considerar es el hecho de que en
individuos normaies existe una frecuencia de linfocitos T reactivos frente
a autoantigenos semejante a la encontrada en sujetos con enfermedades
autoinmunes. El factor determinante de la produccidn o no de enfermedad
seria el estado de activacion y la secrecion de citocinas especificas por
parte de estas células autorreactivas. Este estado de activaciéon seria
diferente en individuos normales y sujetos con la enfermedad.

Las células componentes de la microglia (células especializadas del
sistema reticulo-endotelial en el SNC) son susceptibles de fagocitar
productos de degradacion de la mielina y de presentar péptidos antigénicos
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a los linfocitos T especificos (Woodroofe, 1986; Hickey, 1988). De forma
alternativa, los astrocitos, células gliales equivalentes a las células
dendriticas de los organos linfoides, expresan antigenos de clase II del
MHC y por lo tanto estan también plenamente capacitadas para presentar
antigenos a los linfocitos T cooperadores (Fontana, 1984; Fierz, 1985).

3.5.2. Autoantigenos

En 1993, Sercarz y colaboradores definieron en modelos murinos
el concepto de antigenos inmunodominantes y cripticos, basandose en el
reconocimiento de péptidos tras estimulacion primaria in vivo con proteina
intacta o péptidos. La respuesta de linfocitos T se centraba inicialmente en
epitopos inmunodominantes, pero con el tiempo se extendia a otros
epitopos cripticos (Lehmann, 1992). Curiosamente, los linfocitos T que
reconocian epitopos cripticos no reconocian la proteina intacta. Con estos
resultados, se ha postulado que los antigenos proteicos son reconocidos in
vivo como epitopos inmunodominantes, tras su procesamiento por células
presentadoras de antigeno, y como epitopos cripticos tras procesamiento
por enzimas proteoliticos extracelulares.

Una serie de proteinas del SNC, como la PBM (Ben-Nun, 1981;
Vandenbark, 1985), PLP (Sobel, 1990; Trotter, 1991; Kuchroo, 1991),
GOM (Linington, 1992, 1993) y S-100 (Linington, 1994), pueden ser
reconocidas en el SNC por linfocitos T, provocando la activacion de éstos.
Se ha demostrado que PBM y PLP, administradas con adyuvantes, pueden
inducir facilmente EAE en animales, mientras que la inflamaciéon del SNC
inducida con S-100 parece requerir transferencia adoptiva, de linfocitos T
activados in vitro frente al antigeno, a animales no primados. Ademas,
mientras la activacién de linfocitos T con reactividad frente a un antigeno
del SNC puede iniciar la enfermedad autoinmune, con el tiempo, las
células T con reactividad frente a otros antigenos podrian ser activadas y
tener también la capacidad de provocar destruccion tisular de tipo autoin-
mune.

La PBM es quizas el antigeno mejor caracterizado del SNC y es
uno de los autoantigenos mas frecuentemente implicados en la patogenia
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de la EM, debido sobre todo a su capacidad para inducir EAE. La
reactividad de las células T de sujetos con EM frente a PBM se ha
evaluado valorando la respuesta de estas células en ensayos de prolifera-
cion in vitro de células mononucleares estimuladas con PBM (Lisak, 1977,
Johnson, 1986). Estos experimentos mostraron una respuesta mas marcada
de las células T de pacientes con EM frente a PBM humana que los
linfocitos T de sujetos normales o con otras enfermedades neurologicas.
Sin embargo, las diferencias observadas no fueron muy marcadas.

Los epitopos inmunodominantes de la PBM han sido situados
detalladamente en mapas. Las regiones de mayor inmunogenicidad se
encuentran localizadas entre los residuos 84-106 y 143-172, cerca del
extremo carboxilo-terminal (Ota, 1990; Martin, 1991; Jaraquemada, 1990;
Pette, 1990; Zhang, 1994; Wucherpfennig, 1991). En individuos DR2",
una alta proporcion de clones de linfocitos T reactivos frente a PBM
reconocian la region 84-106, con independencia de padecer o no la
enfermedad. Los antigenos DR y DQ parecen ser elementos restrictivos
que indican los péptidos inmunodominantes de la PBM que pueden ser
presentados por diferentes moléculas de clase II. Igualmente, linfocitos T
de individuos genéticamente diferentes responden a distintos epitopos de
PBM humana y esta respuesta se asocia a distintas moléculas MHC de
clase II. Se ha demostrado que DR2 posee una capacidad de restringir
todos los epitopos identificados en PBM; ademas distintas especificidades
alélicas de DR2 tienen la capacidad de presentar diferentes epitopos de
PBM.

La respuesta inmune frente a la PLP ha sido investigada recien-
temente, siendo inmunodominantes los epitopos comprendidos entre los
residuos 31-50 y 81-120. Llama la atencidn que la frecuencia de linfocitos
T reactivos frente a PLP es similar en individuos normales y pacientes con
EM. Sin embargo la patogenicidad de estas células depende de su
activacion in vivo, dado que solo las células activadas parecen capaces de
cruzar la barrera hemato-encefalica. Por lo tanto, en ausencia del
autoantigeno, la activacion del sistema inmunitario debera supeditarse a
otro tipo de factores, Es aqui donde las infecciones externas pueden jugar
un papel desencadenante, mediante los siguientes mecanismos:
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* Mimetismo molecular o antigénico. Este mecanismo implica
que epitopos de agentes infecciosos, capaces de inducir una respuesta
inmune, son compartidos por proteinas propias del hospedador. La
reactividad cruzada con el agente infeccioso exégeno puede poner en
marcha la activacion de las células con potencial autorreactivo y por tanto
inducir autoinmunidad. Este mecanismo puede explicar la respuesta
autoinmune observada en la encefalomielitis postvirica, la cual tiene lugar
coincidiendo con la eliminacién del virus, como resultado de la respuesta
inmune antivirica del hospedador. Un ejemplo mas que ilustra este
mecanismo es el de la polimerasa del virus de la hepatitis B, que tiene
reactividad cruzada con un epitopo de la PBM. La inyeccion en conejos
de esta polimerasa, junto con adyuvante, desencadena una enfermedad
inflamatoria del SNC (Fujinami, 1985). Otra observacion en este sentido
es la proliferacion observada cuando clones de linfocitos T especificos
frente a PBM fueron enfrentados a diversas proteinas virales (Wucherpfe-
nnig, 1995).

* Activacién por superantigenos. Los superantigenos se unen a
antigenos MHC de clase Il y segmentos VP especificos del receptor de la
célula T, activando directamente a los linfocitos T (Pullen, 1990). Esta
activacion por superantigenos puede ocurrir durante el curso de infecciones
bacterianas o viricas. Ademas, la inyeccién de superantigenos puede
desencadenar brotes de EAE en cepas de ratones susceptibles (Brocke,
1993). Debido a que los superantigenos inducen la expansion de linfocitos
T con un TCR determinado, es posible que las células oligoclonales
presentes en la sangre y LCR de pacientes con EM se originen por
exposicion a este tipo de antigenos.

* Activacion de los linfocitos autorreactivos por la via del CD2.
Ademas de la via convencional o clasica de activacion de los linfocitos T,
a través del complejo CD3/TCR, se ha descrito una via de activacion
“bystander” a través del CD2 (Weiss, 1984; Meuer, 1984; Hunig, 1987).
Los linfocitos T activados via CD2, mediante la unién de células T
activadas que expresan en su superficie una alta densidad de moléculas de
adhesidn, tipo LFA-3, pueden activar a los linfocitos T en reposo e
inducirlos a proliferar (Brod, 1990). Los linfocitos B activados también
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pueden utilizar este mecanismo para estimular a las células T. De este
modo, la activacion de las células T, en asociacion con una infeccion de
tipo virico o bacteriano, podria en teorfa inducir la activacion de linfocitos
T autorreactivos y por tanto desencadenar una respuesta autoinmune.

La caracterizacion del receptor de la célula T en linfocitos
autorreactivos de pacientes con EM parece reflejar un uso moderadamente
restringido de ciertos TCRs para regiones inmunodominantes de la PBM
(Wucherpfennig, 1990; Ben Nun, 1991, Kotzin, 1991). Se puede encontrar
un repertorio mas amplio de TCRs entre distintos individuos que
reconocen el mismo péptido de PBM, aunque de nuevo, este uso de TCRs
no parece ser totalmente aleatorio. La mayor parte de las lineas de
linfocitos T especificos de PBM reconocen los péptidos inmunodominantes
PBM(84-102) y PBM(143-168) y estan restringidos por HLA-DR. Aunque
las células T reactivas frente a esos epitopos expresan diferentes cadenas
Vo y VB del TCR, Va3.1 y Va8 son las observadas con mayor frecuen-
cia, mientras que el repertorio V[ es mds variado.

Estudios realizados en el SNC de pacientes con EM indican que
existe una expansion clonal de linfocitos T, tanto de tipo «ff como ¥d
(Hafler, 1988; Oksenberg, 1990, Wucherpfennig, 1992). El analisis com-
parativo de las secuencias "motif", encontradas en los linfocitos T atslados
del cerebro de pacientes con EM, muestran alglin grado de homologia con
las secuencias clonadas de células T reactivas frente a PLP y PBM,
aunque aun no se ha determinado si estas similitudes en la estructura del
TCR definen una reactividad antigénica.

Para que se produzea la activactdn de los linfocitos T, su prolifera-
cién y su diferenciacion hacia células efectoras, se requieren dos tipos
distintos de sefiales: una sefial especifica del antigeno, mediada a través
del receptor del linfocito T, y una segunda sefial coestimuladora no
especifica de antigeno. Una de las sefiales coestimuladoras mas importan-
tes para las células T cooperadoras se genera a traveés de la via CD28-
B7.1/B7.2. Todas las células T CD4" y CD8" expresan CD28 de forma
constitutiva. La coestimulacion a través de esta via es critica para la
secrecion de IL-2, puesto que B7 induce la transcripcion del gen de esta
linfocina. Por el contrario, la estimulacién antigénica en ausencia de B7
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puede inducir anergia (Freeman, 1993). En muestras de SNC obtenidas de
pacientes con EM se ha encontrado un aumento en la expresion de RNA
mensajero de B7.1 y B7.2, localizada fundamentalmente en las areas de
desmielinizacion (Windhagen, datos no publicados). Segun se ha sefialado
previamente, se encuentran linfocitos T autorreactivos con igual frecuencia
en pacientes con EM que en individuos sanos. Basandose en esto, cabria
esperar que la exposicion de estos linfocitos T a la mielina, que puede
ocurrir tras accidentes cerebrovasculares, traumas o tumores, tuviese por
resultado desmielinizacién autoinmune. Sin embargo, ésto generalmente
no ocurre. Este hecho podria estar relacionado con la falta de expresion
de B7 en las zonas lesionales. En cambio, si existe una expresion adecuada
de B7 podria iniciarse una enfermedad autoinmune.

En lo referente al papel de las linfocinas en la fisiopatologia de la
EM, existen multiples estudios que implican a un gran nimero de estas
moléculas. En este sentido, se han definido dos patrones de activacion de
los linfocitos T-CD4", en funcién de los tipos de citocinas secretadas por
ellos, cada uno de los cuales se va a traducir en distintas formas de
regulacién de la respuesta inmunitaria. El patron T-helper de tipo 1 (Thl),
en el que las células secretan predominantemente IL-2 e IFN-y, estd
implicado en las reacciones de hipersensibilidad de tipo retardado. Por el
contrario, en el patrédn de activacion de tipo Th2, las células secretan
fundamentalmente IL-4, IL-5 e IL-10, induciendo la diferenciacién de
células B hacia células productoras de anticuerpos. Es notorio el que
algunas de las citocinas producidas en este tipo de respuestas tienen
capacidad inhibidora del tipo de respuesta contraria. Asi IFN-y inhibe
diferenciacion a Th2, mientras 11.-4 e 1L-10 inhiben diferenciacion hacia
Thl (Romagnani, 1994 Mossmann, 1986). De este modo, las citocinas
secretadas por los linfocitos T activados influyen cualitativamente sobre
la naturaleza de la respuesta inmune. Existen una serie de factores que
determinan la maduracion y diferenciacion de las células T "virgenes"
(Th0) hacia células de respuesta Thl o Th2. Entre estos factores destacan
la dosis y tipo de antigeno, la via de administracion del mismo, el tipo de
célula presentadora de antigeno y la presencia de células o moléculas
coestimuladoras, particularmente citocinas (p. ¢j. la IL-12 induce diferen-
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ciacién hacia Thl). No obstante, la diferenciacién de una célula CD4"
hacia uno de estos patrones de respuesta no es un proceso irreversible, de
tal forma que la re-estimulacidén de la misma célula, en condiciones
distintas a las del estimulo primario, puede modificar el patrén de
respuesta en cualquiera de los dos sentidos (Kelso, 1995).

En cualquier caso, la secrecion de citocinas por los linfocitos T
debe jugar un papel relevante en la regulacién del proceso inflamatorio
autoinmune, el cual estd mediado por células T autorreactivas que reco-
nocen autoantigenos especificos de tejidos junto a moléculas de clase I1
del MHC. En la EM parece predominar una respuesta de perfil Thl
mediada por IL-12, con la consiguiente produccidén de IFNy, aunque varios
estudios han aportado pruebas en favor de la coexistencia de patrones de
activacion de tipo Th2. La produccién de IFNy ha sido puesta en
evidencia en areas de desmielinizacion, mediante técnicas inmunohisto-
quimicas (Traugott, 1988) y se ha demostrado un nimero aumentado de
células secretoras de IFNy en el L.CR de individuos con EM comparado
con controles sanos (Olsson, 1990). Si el IFNy promueve o no el desarro-
llo de la lesién en EM permanece por esclarecer, aunque una serie de
estudios realizados en pacientes sugieren un papel preponderante del IFNy
en las exacerbaciones de la enfermedad (Panitch, 1987).

Otras citocinas tales como TNFa y TNFP parecen tener también
un papel patogénico en la EM. Ambas citocinas han sido identificadas en
lesiones agudas y crénicas activas, estando ausentes en lesiones crdnicas
silentes (Hofman, 1989; Seimaj, 1991). Niveles aumentados de TNFa y
células productoras de TNFa se han encontrado en el LCR de pacientes
con EM; demostrandose una correlacion entre la intensidad de elevacién
del TNFa y la actividad de la enfermedad (Sharief, 1991). Incluso, los
niveles de TNFa se correlacionaron con signos de alteracion en la barrera
hemato-encefilica (Sharief, 1992).

Asi mismo, en las lesiones tisulares de los pacientes con EM se ha
investigado la presencia de citocinas con capacidad de limitar el proceso
inflamatorio, tales como TGFp e IL-10. Recientemente, se ha demostrado
que pacientes con EM severa tienen menor nimero de células que
expresen RNA mensajero para TGFf, comparado con pacientes con
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incapacidad ligera o sin incapacidad (Link, 1994). Un patrdon similar se ha
observado en la expresidn de RNA mensajero para [L-10 (Navikas, 1995).
Estos hallazgos se correlacionan con los de Rieckman (1994) quien
obtiene altos niveles de RNA mensajero para TGFf e IL-10 en pacientes
con EM estable.

En resumen, el tipo de interaccidon entre los linfocitos T-CD4
autorreactivos y las células presentadoras de antigeno puede determinar el
patrén de respuesta de estas células CD4, hecho que puede resultar
decisivo para la evolucion de la enfermedad. Datos obtenidos de la EAE
sugieren que un patron de respuesta de tipo Thl podria tener un efecto
mds nocivo, mientras que una respuesta de tipo Th2 podria contribuir a
limitar la enfermedad. Seria de un enorme interés correlacionar las
respuestas clinicas con los perfiles de produccién de las diferentes cito-
cinas en los ensayos terapéuticos en EM, tratando de relacionarlos con
variables inmunogenéticas. La confirmacion de la hipotesis de un efecto
beneficioso de los patrones Th2, podria permitir nuevas estrategias
terapéuticas, bien inhibiendo citocinas promotoras de enfermedad, bien
estimulando la produccién de citocinas inhibidoras de la misma.

3.6. Proteinas de estrés y esclerosis miltiple

Las proteinas de estrés, chaperonas o heat-shock proteins (HSP)
son un grupo heterogéneo de proteinas cuya denominacion individual esta
en funcién de su peso molecular. Se reconocen grupos de 25-45 KDa, 60
KDa, 70 KDa y 90-110 KDa. Algunas de estas proteinas son componentes
constitutivos de la célula, pero la producciéon de muchas HSP aumenta
notablemente por la accién de agentes estresantes ambientales, tales como
la temperatura (de ahi su nombre). Las HSP reunen una serie de carac-
teristicas que les confieren un gran interés:

* Son proteinas muy conservadas entre especies, presentando en su
secuencia de aminoéacidos niveles de identidad, entre bacterias y mamife-
ros, superiores al 50%.

* Son extraordinariamente inmunogénicas.

* Su expresion aumenta de forma notable durante procesos
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infecciosos, tanto por parte del patdgeno como del hospedador.

* Su intervencion ha sido evidenciada en modelos animales de
autoinmunidad.

La funcién de las HSP esta relacionada con el plegamiento,
desplegamiento y ensamblaje de proteinas intracelulares, asi como en la
traslocacion entre diferentes compartimentos subcelulares. La desnatura-
lizacidon de proteinas es un fenomeno comun que sigue a la accidon de
muchos agentes estresantes para la célula. De forma simplificada, las HSP
elevarian el umbral para la muerte celular protegiendo a la célula contra
la degradacién o ensamblaje incorrecto de proteinas. La infeccidn por
numerosos micro-organismos proporciona suficientes estimulos para la
expresion de HSP por parte del patdgeno y del hospedador. Estos
estimulos incluyen entre otros: citocinas, elevacion de la temperatura e
hipoxia. Al ser muy inmunogénicas, estas proteinas entrafian un gran
riesgo de desencadenar fenomenos de naturaleza autoinmune, dada la gran
homologia entre las especies (fenomeno de mimetismo molecular).

Existen varios hechos que apoyan la existencia de un papel de estas
proteinas en la patogenia de la EM. Asi, con una cierta frecuencia se
observan exacerbaciones clinicas siguiendo a procesos infecciosos en
pacientes con EM. Seria tentador especular que la inmunidad frente a HSP
podria estar mediando, en parte, estas exacerbaciones. Basandose en la
demostracion de que lineas de células T especificas frente a determinantes
de micobacterias respondian frente a un péptido de la PBM, también se ha
sugerido la posibilidad de que exista reactividad cruzada entre HSP y
epitopos de la mielina (Liblau, 1991). Ademas, en la oligodendroglia de
lesiones de EM se ha demostrado la vecindad de ciertas HSP con una
expansion clonal de linfocitos Tyd, los cuales responden frecuentemente
a estas proteinas (Selmaj, 1991; Wucherpfennig, 1992). Igualmente, se ha
demostrado que linfocitos T de algunos pacientes responden a antigenos
de micobacterias (Birnbaum, 1993) y que en EM existe una respuesta
humoral frente a la HSP 60-65 KDa, aunque esta respuesta es poco
especifica (Gao, 1994).
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3.7. La encefalomielitis alergica experimental (EAE)

La primera descripcion de la EAE se realizé en seres humanos
como consecuencia de un hecho fortuito: la induccién de una encefalomie-
litis tras vacunacioén antirrdbica con una preparacion contaminada con
componentes de médula espinal (Horack, 1930; Stuart, 1928). El modelo
experimental comenzd de la misma manera, inyectando homogeneizados
de médula espinal en los animales de experimentacion. Posteriormente,
tras la descripcion de los componentes antigénicos principales de la
mielina, el modelo se ha ido reproduciendo con moléculas concretas
purificadas.

La EAE puede ser inducida, bien como una enfermedad aguda, con
la aparicion de un periodo restringido de parélisis, de 9-14 dias, tras la
inmunizacién, o como una enfermedad crénica recurrente con progresion
continua en forma de brotes. En muchas cepas de ratones, esta evolucion
cronica recurrente se desarrolla tras inmunizacién con médula espinal
autologa, siempre que los ratones sean sensibilizados con un potente
adyuvante, p.e. toxina pertussis (Levine, 1973). La enfermedad puede ser
transferida mediante células T especificas de proteina de mielina (Mokhta-
rian, 1984), pero no con suero inmune. De hecho, células T clonales,
especificas para ciertos péptidos/complejos MHC de clase II, inducen
encefalomielitis, la cual en algunos casos es cronica (Whitham, 1991). Sin
embargo, la asociaciéon de la EAE inducida por médula espinal con
determinados haplotipos del MHC es débil, comparada con la influencia
de genes no MHC (Baker, 1990). Una explicacion podria ser que la
enfermedad puede ser inducida por péptidos derivados de muchas
proteinas diferentes de la mielina, cada uno de los cuales puede ser
presentado por diferentes moléculas de clase II del MHC.

La induccion de EAE con proteinas de la mielina o con péptidos
de éstas, normalmente induce una enfermedad aguda, pero en algunos
casos da lugar a una enfermedad de tipo cronico. Las principales proteinas
encefalitogénicas son la PLP (Endoh, 1986, Yamamura, 1986), la PBM
(Pettinelli, 1982) y GOM ( Linington, 1993). Varios péptidos de estas
proteinas han demostrado ser encefalitogénicos en varias cepas de ratas y
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ratones (Fritz, 1989), dependiendo sobre todo del tipo de unidn entre la
secuencia del péptido y las moléculas de clase 1T del MHC. Por ejemplo,
las cepas de ratones con un haplotipo H-2* y H-2" reconocen como epitopo
principal al fragmento PBM (1-9) y de forma minoritaria al fragmento
PBM (35-47), mientras que las cepas H-2°, H-2% y H-2' reconocen como
epitopo principal al fragmento PBM (89-101) ( Fritz, 1985; Jansson, 1991;
Sakai, 1988; Zamvil, 1988). De los péptidos derivados de la molécula
PLP, los fragmentos PLP (139-151) y PLP (178-191) inducen enfermedad
en los ratones H-2° (Greer, 1992; Tuohy, 1989), PLP (103-116) en los
ratones H-29 (Tuohy, 1992), PLP (43-64) en ratones H-2" (Whitham,
1991) y PLP (56-70) en los ratones H-2¢" (Amor, 1993). En ratas, aquellas
portadoras de los haplotipos RTI1?, RTI, y RT1' responden al péptido
PBM (63-88) (Mustafa, 1993, 1994) mientras que el péptido PBM
(89-101) es presentado por la molécula DR en otro grupo de haplotipos
RT1 (Offner, 1989).

Tras inmunizacion intradérmica con médula espinal mas adyuvante,
es probable que antigenos de la médula espinal sean transportados hacia
los ganglios linfaticos y creen un reservorio de autoantigenos los cuales
podrian activar linfocitos T efectores y mantener una respuesta autoinmune
{Tew, 1990). Ademas del desarrollo de células T encefalitogénicas pato-
l6gicas, persiste una respuesta de linfocitos B frente a antigenos de la
mielina (Endoh, 1986). Aunque los anticuerpos frente a proteinas de la
mielina no pueden iniciar la EAE, varias evidencias les atribuyen un papel
relevante en el mantenimiento de la desmielinizacion en la fase crénica de
la enfermedad. Asi, anticuerpos anti-PBM se acumulan en el LCR durante
la EAE crénica-recurrente y la eliminacion del complemento bloquea la
induccion de la EAE. Por otro lado, la transferencia de anticuerpos
monoclonales frente a GOM es capaz de inducir desmielinizacion y apari-
cién de brotes en ratones con EAE inducida por PBM. Estos y otros
experimentos, demuestran que la inmunidad humoral juega también un
importante papel durante el desarrollo de la enfermedad.

En la mayor parte de los casos, los péptidos administrados (p.ej.
PBM (1-9)) dan lugar a una enfermedad aguda, sin la aparicion posterior
de nuevos brotes de desmielinizacion. Sin embargo existen otros péptidos
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capaces de dar lugar a una enfermedad de tipo crénico-recurrente, la cual
mimetiza mejor la situacidn patologica humana. Entre estos, se encuentran
el péptido PLP (43-64) en los ratones PL/J y el péptido PLP (139-151) en
los ratones SJL; igualmente, péptidos derivados de la PBM como el PBM
(89-101) inducen una enfermedad cronica-recurrente en los ratones
B10.RIII. Como se ha mencionado anteriormente, para el mantenimiento
de la enfermedad y desarrollo de cronicidad parece ser necesaria la
participacion de los linfocitos B.

Un problema ain no resuelto en el conocimiento de los modelos
experimentales de autoinmunidad, relacionados con enfermedades en los
seres humanos, es el tratar de explicar la asociacidn entre el MHC y la
enfermedad. Si varios péptidos son capaces de inducir cronicidad, ;por qué
la enfermedad se asocia solamente con un alelo MHC?. La enfermedad
cronica inducida por péptidos se asocia mas claramente al MHC que la
enfermedad inducida por administracion de médula espinal. Ademas, la
EAE cronica-recurrente implica probablemente el reconocimiento de dife-
rentes péptidos. Una explicacién interesante podria ser que la asociacion
al MHC esté relacionada con un grupo de péptidos, los cuales se unen a
una molécula de clase II determinada, pero de forma jerarquizada.
Ademas, ninguno de estos péptidos daria lugar a una respuesta de
linfocitos T que pudiera inhibir el desarrolio de la enfermedad (Holmdahl,
1995). Es interesante comentar que ciertos haplotipos MHC en la rata
confieren proteccidon contra la EAE, mediante la activaciéon de células T
especificas con un patrén de secrecion de citocinas Th2 o bien con
secrecion de TGFP (Mustafa, 1993, 1994)

4.- ASPECTOS CLINICOS DE LA EM

Los sintomas y signos de comienzo de la EM han sido analizados
en muchas series clinicas. Sin embargo, existen muchas fuentes de error,
de los cuales una de los mas frecuentes es la naturaleza retrospectiva de
la historia clinica cuando se llega al diagnostico (Matthews, 1991). McAl-
pine, en una revision de los estudios publicados anteriormente, encontrd
que la incidencia de los sintomas de comienzo de la enfermedad era mas
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o menos la siguiente :

1 - Debilidad en uno o mas miembros, 40%

2 - Neuritis optica, 22%

3 - Parestesias, 21%

4 - Diplopia, 12%

5 - Vértigo, 5%

6 - Alteraciones de la miccidn, 5%

La incidencia de sintomas individuales en el curso de la enfer-
medad puede ser expresada de diferentes formas. En general, los signos
de afectacion piramidal, incluyendo debilidad y cambios en los reflejos,
estin presentes en un 83% de los casos, los cambios sensoriales en un
80%, los signos cerebelosos en un 67%, la afectacion del tronco del
encéfalo en un 65%, las alteraciones de los esfinteres en un 56% y las
alteraciones mentales en un 30% (Matthews, 1991).

En la historia natural de la enfermedad existen una serie de factores
que se asocian con el comienzo o con el desencadenamiento de un brote
de la enfermedad. Entre estos caben destacar las infecciones. Las mejores
documentadas son las infecciones del tracto respiratorio superior, las
cuales pueden estimular la produccidon de diversas citocinas por parte de
células del sistema inmune (Panitch, 1994), iniciando un proceso de
desmielinizacién. Otros factores desencadenantes son las vacunaciones, el
periodo postparto y los traumatismos, no de indole mecanica o fisica, sino
de caracter quirurgico, emocional o las descargas eléctricas. El ejercicio
excesivo, la fatiga y el calor, también pueden contribuir al desenca-
denamiento de un brote.

En lo referente al curso clinico de la enfermedad, se reconoce
habitualmente que éste puede ser remitente-recurrente, remitente-progre-
sivo o progresivo desde el comienzo de la EM, pero existe poco acuerdo
en la forma de definir estas categorias. Existen varias escalas que valoran
el grado de afectacion o incapacidad de los enfermos con EM y de su
resultado se puede deducir con mayor o menor precision el pronostico de
cada paciente.

El diagnéstico diferencial de la EM ha de realizarse con enfer-
medades que causan multiples lesiones (lupus eritematoso sistémico,
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sindrome de Sjogren, panarteritis nodosa, enfermedad de Behget, SIDA,
sarcoidosis, paraparesia espastica tropical, encefalomielitis diseminada
aguda, enfermedad de Lyme, enfermedades cerebrovasculares, etc.), enfer-
medades sisternatizadas (ataxia de Friedreich, degeneraciéon combinada
subaguda de la médula espinal, leucodistrofia), enfermedades que originan
lesiones aisladas o tinicas del SNC, con un curso recurrente-remitente {tu-
mores del SNC, malformaciones arterio-venosas, quistes aracnoideos),
lesiones tnicas con un cursg progresivo (tumores, malformacion de
Chiari), etc. Por otro lado, se deben descartar todas aquellas enfermedades
que puedan ser la causa de sintomas de presentacion iinica en EM (vértigo,
fallo visual, diplopia, sintomas sensoriales, etc.)

5.- METODOS DIAGNOSTICOS

El diagndstico y seguimiento de los pacientes con EM se ha visto
facilitado en los ultimos aiios, debido fundamentalmente al perfecciona-
miento de las técnicas de imagen, como la tomografia axial computerizada
(TAC) y sobre todo la resonancia magnética nuclear (RMN). Ademas, se
han ido desarrollando otros métodos diagnésticos complementarios,
basados en estudios electrofisiolégicos o en técnicas de laboratorio,
fundamentalmente inmunoloégicas. Entre los primeros, son de especial
interés el estudio de los potenciales evocados (visuales, somatosensoriales,
auditivos), el andlisis de la conduccion motora, test visuales psico-fisicos,
test de funcionamiento del troncoencéfalo, electroencefalografia o el test
del bafio caliente.

Basandose en los hallazgos clinicos y en los datos aportados por
estos métodos diagnésticos, se han elaborado unos criterios diagnésticos
para la EM (Poser, 1983). Seglin estos criterios, se ha clasificado la
enfermedad en:

A) clinicamente definida
B) definida con apoyo de laboratorio
C) clinicamente probable
D) probable con apoyo de laboratorio
Esta clasificacidn se basa en la evidencia de brotes (teniendo en
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cuenta el nimero de los mismos), evidencia de afectacién neurologica,
tanto desde un punto de vista clinico (examen neurolégico demostrando
afectacion del SNC), como paraclinico (demostracion por medio de varios
tests y procedimientos, de la existencia de lesidon en el SNC que no ha
producido signos de afectacién neurolégica, pudiendo no haber causado
sintomas en el pasado). Estos tiltimos procedimientos incluyen: bafio de
agua caliente, potenciales evocados y procedimientos de imagen. En esta
clasificacién también se considera la presencia de bandas oligoclonales de
IgG en el LCR.

5.1. Hallazgos neurorradiologicos.

L.a sensibilidad de la RMN en la deteccién de dreas lesionales de
desmielinizacion ha desplazado el uso de la TAC. Esta técnica permite
detectar lesiones de pequeiio tamafio (figura la), diferenciar pequefias
lesiones multiples (figura 1b) o distinguir con precision los limites de una
lesion extensa (figura 1c¢). Proporciona un método objetivo de evaluacion
en la monitorizacion de la respuesta a los diferentes tratamientos en los
pacientes y en la valoracién de los diferentes ensayos clinicos, puesto que
es mas sensible que la valoracién de la actividad de la enfermedad
mediante pardmetros clinicos. La RMN detecta una gran cantidad de
lesiones activas que no cursan acompariadas de manifestacion clinica
alguna (brotes subclinicos), evidenciando la discordancia clinico-neurorra-
diolégica, caracteristica de esta enfermedad. Este hallazgo apoya fuer-
temente la idea de algunos autores acerca de la actividad continua de los
fenémenos inflamatorios en la EM. Asi mismo, estos datos ponen en
evidencia que la aparicion de una crisis y la intensidad de las manifes-
taciones clinicas durante la misma, guardan una mayor relacién con la
localizacion anatémica de la placa de desmielinizacién que con su tamafio.
La introduccién de la captacién con gadolinio DTPA parece haber
mejorado la identificacion de nuevas lesiones desmielinizantes. Esta
técnica es reconocida actualmente como el marcador de actividad clinica
de mayor utilidad y parece tener un importante papel en la monitorizacion
de los diferentes ensayos terapéuticos.
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Figura 1.- Placas de desmielinizacién demostradas mediante RMN en pacientes con EM. (a)
Placa de escasas dimensiones ¢n ¢l cerebelo. (b) Numerosas placas localizadas en ambos
hemisferios cerebrales. (¢) Extensas placas de desmielinizacion rodeando ambos ventriculos
laterales.
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5.2. Hallazgos inmunolégicos.

La EM se caracteriza por la pobreza de hallazgos analiticos en la
sangre que faciliten el diagnéstico de la enfermedad. Adn a pesar de ser
considerada una enfermedad de etiopatogenia autoinmune, la aparicion de
otros fendmenos de la misma naturaleza no es mucho maés frecuente que
en la poblacién general. Anticuerpos anti-nucleares se han encontrado en
el 27% de 150 pacientes con EM recurrente-remitente y en el 30% de 23
pacientes con EM crénico-progresiva. Estos pacientes tenian EM clinica-
mente definida y no tenian lupus eritematoso sistémico ni otro tipo de
enfermedad del coldgeno. Puesto que los anticuerpos anti-nucleares no son
relevantes en la patogenia de la EM, pueden ser considerados como falsos
positivos, y probablemente reflejen una desregulaciéon del sistema
inmunitario en los enfermos con EM. Ademas, en aquellos pacientes en
los que se detectaba la presencia de estos autoanticuerpos los titulos eran
muy bajos (Barned, 1995). Los estudios de subpoblaciones linfocitarias
mediante citometria de flujo (analisis de la clonalidad linfocitaria y del
repertorio Vo y V[ del TCR) aportan datos interesantes sobre la patogenia
de la enfermedad, aunque de cara al diagndstico son de escasa utilidad.

El analisis del LCR proporciona la oportunidad de analizar de
forma mas directa los acontecimientos que tienen lugar dentro del SNC en
la EM, como consecuencia de la reaccién del sistema inmunoldgico frente
a los componentes de la mielina. Su andlisis repetido proporciona alguna
informacién sobre la dindmica de la actividad inmunoloégica en el SNC,
pero nunca podra revelar si estos cambios son causa 0 consecuencia del
dafio en la mielina. Anomalias cualitativas y cuantitativas de células o
proteinas en el LCR se han usado durante décadas para suplementar la
evidencia clinica del diagnostico y para medir los efectos de distintos
tratamientos. Alrededor de un 65% de pacientes con EM tienen un exceso
de células inflamatorias, fundamentalmente linfocitos, en el LLCR. Existen
diferentes opiniones acerca de si estas alteraciones son mds probables de
encontrar durante periodos de mayor actividad de la enfermedad. La
distinci6n es dificil, puesto que la puncion lumbar tiende a ser realizada
durante el brote, pero, por otro lado, la evolucién de la enfermedad,
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probablemente reflejada por cambios en el LCR, se correlaciona pobre-
mente con la actividad clinica.

En el LCR se observa un aumento moderado de la celularidad,
fundamentalmente a expensas de los linfocitos T, pero también pueden
encontrarse elevadas las cifras de células plasmaticas, macrofagos y
ocasionalmente leucocitos polimorfonucleares. El nimero total de células
generalmente se encuentra entre 5 y 50/mm’, lo cual dista mucho de los
niveles observados en procesos inflamatorios de otra indole, como las
meningitis. Mediante estudios de citometria de flujo, se ha visto que estos
linfocitos son fundamentalmente células T-CD4™ activadas. La sintesis
intratecal de inmunoglobulina IgG se encuentra también elevada. El indice
de IgG, que se calcula como IgG LCR : IgG plasma / albumina LCR :
albimina plasma, se encuentra elevado en el 70% de los pacientes con
EM. La presencia de bandas oligoclonales de IgG en el LCR (deter-
minadas por isoelectroenfoque, transferencia a membranas de nitrocelulosa
e inmunotincién) se detecta en casi un 95% de pacientes (figura 2). Es
importante realizar siempre esta electroforesis en paralelo con una muestra
de plasma del mismo individuo, ya que en determinadas condiciones
existen bandas similares en ambas muestras, indicando que el patrén no
se corresponde con una sintesis intratecal de inmunoglobulinas. Teniendo
en cuenta estas consideraciones técnicas, la presencia de bandas oligoclo-
nales en el LCR apoya el diagnéstico de EM, anque no es especifica de
esta enfermedad, ya que puede aparecer también, entre otras, en la
neuroborreliosis, la neurosifilis, infecciones por VIH o enfermedades del
tejido conectivo.

Finalmente, un aspecto fundamental dentro del seguimiento clinico
de los pacientes con EM, es el del dignostico de “alerta” del posible
desencadenamiento de un nuevo brote o de una re-exacerbacién de la
enfermedad. Ello, como veremos mds tarde, podria posibilitar determina-
dos tipos de conductas terapéuticas. En este sentido, en los ultimos afios
se han llevado a cabo varios intentos de correlacionar los niveles de
citocinas o de moléculas de adhesion solubles y receptores solubles de
citocinas con el desencademiento de las crisis (Beck, 1988; Maimone,
1991; Sharief, 1991;Trotter, 1991; Tsukada, 1991, 1993; Chofflon, 1992;
Rudick, 1992; Suzumara, 1993; Maimone, 1993; Gusev, 1994; Rieckman,
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[ LCR suero

Figura 2.- Isoeleciroenfoque del LCR y el suero en un paciente con esclerosis multiple.
Se observan milltiples bandas oligoclonales solamente en la muestra del LCR.

1994, 1995). Estas valoraciones se han realizado en muestras de suero,
plasma y LCR o incluso tras estimulacidn de sangre completa ex vive con
mitégenos y/o antigenos especificos. Algunos de los resultados son
ciertamente esperanzadores, habiéndose observado un aumento en la
expresion de RNA mensajero y en la secrecién de ciertas citocinas, tales
como TNF-o e IFN-y, precediendo a las manifestaciones clinicas propias
de la enfermedad (Beck, 1988; Sharief, 1991; Grau, 1992; Rieckman,
1994; Ocejo-Vinyals, en prensa).

Algunos de estos estudios implican directamente a estas citocinas
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en la produccion de las lesiones desmielinizantes y basandose en ello se
ha planteado la posible utilidad de la determinacion periddica de los
niveles de ciertas linfocinas para monitorizar la evolucion clinica de la
enfermedad. Algunas criticas pueden hacerse a estos trabajos. Por un lado,
la mayor parte de los estudios se han realizado en pacientes en los que se
habia retirado cualquier tratamiento de tipo inmunosupresor. Esta actitud
conlleva el hecho de dejar a los pacientes expuestos a la evolucion natural
de la enfermedad durante el tiempo de seguimiento del estudio, en general
durante mas de un afio, con el consiguiente riesgo de un empeoramiento
acelerado de su situacién clinica. Ademas, la posible aplicacion de estos
resultados a la practica médica habitual es muy cuestionable, teniendo en
cuenta que los pacientes con EM reciben habitualmente una o mas drogas
inmunosupresoras. Finalmente, ninguno de estos estudios distingue entre
brote clinico y re-exacerbacién, circunstancias que parecen tener un meca-
nismo fisiopatologico distinto.

En un estudio reciente, hemos demostrado que la sensibilidad de
la determinaciéon de los niveles de TNF-a, producidos ex vivo tras
estimulacién de sangre completa con mitégenos (fitohemaglutinina), no es
tan atl para la prediccién de la evolucion clinica de la EM como la
encontrada anteriormente por otros autores. Nosotros hemos realizado el
seguiniento de un amplio grupo de pacientes durante dos aiios, la mayoria
de los cuales recibio tratamiento con alguna droga inmunosupresora a lo
largo o en algin momento del estudio. Los resultados demuestran una
elevacion en los niveles de TNF-o. precediendo a la aparicidn de un brote
clinico en casi un 80% de los casos. Sin embargo esta sensibilidad es
mucho menor (alrededor del 15%) si se analizan las re-exacerbaciones.
Estos datos apoyarian la idea de mecanismos fisiopatologicos distintos en
los brotes y en las re-exacerbaciones. Por otra parte, la especificidad del
ensayo no es tan alta como la encontrada por otros autores. Asi, fue muy
elevada la frecuencia de incrementos en los niveles de TNF-a que no
fueron seguidas de un aumento en la actividad clinica de la enfermedad.
Este Gltimo dato podria indicar la existencia de brotes subclinicos, hecho
que ha sido demostrado en estudios de RMN. No obstante, ain son
necesarios estudios mas amplios y de mayor duracién para confirmar o
desestimar la utilidad de estos pardmetros en la prediccion de las
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exacerbaciones clinicas en la EM.
Recientemente, se ha mostrado que la cuantificacién en orina de
proteinas semejantes a la PBM, podria servir como un marcador para

detectar re-exacerbaciones o indicar la transicion a una fase progresiva de
la EM (Whitaker, 1995).

6. TRATAMIENTO DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

A pesar de la evidente base inmunoldgica en la patogenia de la EM
y del conocimiento cada dia mayor de los mecanismos de control de la
respuesta inmunolédgica, €l desarrollo de herramientas terapéuticas que
permitan, no ya una curacién de la enfermedad, sino un control eficaz de
la misma, dista aiin mucho de ser satisfactorio. Se han realizado numero-
sos intentos terapéuticos actuando sobre €l sistema inmune en general o en
zonas selectivas del mismo. Las primeras drogas inmunomoduladoras que
se utilizaron, fueron los glucocorticoides y las drogas inmunosupresoras
clasicas (ciclofosfamida, azatioprina, metotrexate, clorambucil, mitroxan-
tona). Estas drogas siguen ocupando actualmente un papel central en la
terapéutica de la EM. Otra maniobra terapéutica global sobre la respuesta
inmunologica ha sido la irradiacidon, aunque su uso fue rapidamente
abandonado por la elevada incidencia de efectos adversos.

En la actualidad se estan llevando a cabo una seric de ensayos
clinicos con inmunomoduladores :
- Modificacién del microambiente en el que se desenvuelve la
respuesta inmunolégica, mediante la utilizacion de plasmaféresis y
administraciéon de inmunoglobulinas intravenosas.
- Alteracion de los procesos que rodean la presentacion antigénica,
mediante administracion de inhibidores de proteinasas, agentes bloqueantes
del MHC, epitopos modificados o anticuerpos frente a las moléculas de
clase II de! MHC.
- Alteracion de otros procesos de la respuesta inmunoldgica, como
la proliferacion celular o la llegada de células inmunocompetentes a los
tejidos inflamados. En este sentido, se han empleado: la vacunacién con
c€lulas T, citocinas supresoras, antagonistas de receptores, la inmunizacion
con péptidos del TCR, o la administraciéon de anticuerpos monoclonales
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dirigidos frente a distintas moléculas (CD3, CD4, TCR, moléculas de
adhesién, CTLA-4, citocinas) o agentes anti-linfociticos.

Mas que sentar las pautas terapéuticas habituales en el tratamiento
de la EM, en este capitulo se pretende comentar con mayor amplitud una
serie de opciones que en un futuro préximo pudieran tener utilidad tera-
péutica: el interferén-plb, el copolimero-1 y la tolerizacién por via oral
frente a la mielina o a productos derivados de la misma.

6.1. El interferén-beta-1b (IFN-31b) en el tratamiento de la EM

En el afio 1990 se comenzé un ensayo multicéntrico en 372
pacientes con EM recurrente-remitente los cuales fueron divididos, de
forma randomizada, en tres grupos, uno de los cuales recibié placebo,
mientras en los otros dos se utilizaron bien dosis altas [8 millones de
unidades internacionales (MIU)] o dosis bajas (1,6 MIU) de IFN-p1b
(IFN-p Multiple Sclerosis Study Group, 1995. Neurology. 45, 1277). El
tiempo medio de seguimiento fué de 46 meses. En este estudio se puso en
evidencia una disminucién de la frecuencia y severidad de los brotes
clinicos, asi como un claro descenso de la actividad en los estudios de
RMN. Ademas, los pacientes estuvieron practicamente libres de efectos
colaterales. Con el tratamiento de 8 MIU de IFN-BIb la tasa de exacer-
baciones se reduce en una tercera parte comparado con el grupo placebo.

En un 38% de pacientes aparecieron anticuerpos neutralizantes an-
ti-interferén alrededor del tercer afio de tratamiento. Este hecho deberia de
haberse asociado a una disminucidn de la eficacia del tratamiento. Sin
embargo, la reduccidn en la tasa de exacerbacidn se aproxima a un 50%
en el grupo de 8 MIU que no presentan anticuerpos neutralizantes. En
resumen, estos estudios muestran que la administracion de IFN-Blb a
dosis de 8 MIU consigue frenar la progresion de la enfermedad, abriendo
una perspectiva esperanzadora en el tratamiento de la EM. No obstante,
queda por definir la capacidad del IFN-B1b para interferir a mds largo
plazo en la progresion de la enfermedad, siendo necesarios estudios mas
largos para valorar con mayor precision la eficacia de este tipo de
tratamiento.
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6.2. Tratamiento de la EM con copolimero 1 (COP-1) (The Copo-
lymer 1 MS Study Group, Neurology, 1995, 45, 1268)

El COP-1 es una ‘sustancia constituida por varios péptidos in-
munogénicos de la PBM, que se asemeja bastante a la estructura antigé-
nica de ésta. Por lo tanto, podria reaccionar de forma cruzada con
anticuerpos vy linfocitos T generados frente a la PBM. Este compuesto
podria también inducir in vivo la generacién de células supresoras
especificas de la PBM. Datos recientes, sugieren que el COP-1 puede
unirse directamente a proteinas de clase II del MHC y ejercer un efecto
de inhibicién competitiva en la presentacién de péptidos encefalitogénicos
de la PBM y otros antigenos relacionados.

Recientemente se ha realizado un estudio multicéntrico, en el que
125 pacientes con EM remitente-recurrente, con incapacidad leve, fueron
tratados con COP-1 mediante inyeccién subcutdnea diaria de 20 mg,
durante 2 afos. Este estudio se realizd6 a doble ciego, administrando
placebo a otros 126 enfermos. Los resultados mostraron una disminucién
en la frecuencia de brotes en los pacientes que recibieron tratamiento con
COP-1 (1,19 * 0,13) con respecto a aquellos que recibieron placebo (1,68
+ 0,13), (29% de reduccion, p = 0,007). Ademads los enfermos tratados con
COP-1 mostraron mejoria en su incapacidad. La tendencia en la propor-
cién de pacientes libres de brotes y el tiempo medio hasta la aparicion del
primer brote era superior en los pacientes tratados. El tratamiento fue bien
tolerado y los efectos secundarios despreciables (ligeras reacciones locales
en el lugar de inyeccién). Este riguroso estudio ha confirmado los
hallazgos de otro estudio piloto previo y ha demostrado que el tratamiento
con COP-1 puede alterar de forma significativa y beneficiosa el curso de
la EM recurrente-remitente, con una buena tolerancia al tratamiento

6.3. Tratamiento de enfermedades autoinmunes érgano-especificas
mediante administracion oral de autoantigenos.

El fenémeno de la tolerancia oral fue descrito en 1911 por Wells
como una situacién en la cual una reaccidon de anafilaxia, provocada por
inyeccion i.v. de clara de huevo en cobayas, podia ser prevenida mediante
la alimentacion con proteinas de la clara de huevo (Wells, 1911).
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Posteriormente Chase, en 1946, consiguié suprimir un cuadro de dermatitis
de contacto administrando previamente el agente sensibilizante con la
alimentacion. Desde entonces, se han realizado numerosos estudios
encaminados al tratamiento de ciertas enfermedades, particularmente de
origen autoinmune, mediante este tipo de intervencién terapéutica (Mowat,
1987; Weiner, 1992).

La tolerancia oral se fundamenta en el hecho de que la puerta de
entrada del antigeno sea el tejido linfoide asociado a la mucosa del
intestino, es decir, las placas de Peyer. Este tejido consiste en nédulos
linfoides, con una estructura perfectamente organizada como se observa
en otros organos linfoides secundarios. Estos acimulos estdn recubiertos
por cé€lulas epiteliales membranosas que captan y transfieren el antigeno
a los macréfagos y células dendriticas subyacentes. Las c€lulas més
abundantes son los linfocitos T en la zona mas alejada de la mucosa y los
linfocitos B, proximos a la mucosa y capaces de organizar centros ger-
minales de proliferacién similares a los del bazo o ganglios linfaticos.

El mecanismo de tolerancia que actiie a estos niveles no afecta a
las lineas germinales, sino que es adquirido a nivel periférico. Se han
propuesto tres mecanismos para explicar la tolerancia a antigenos ad-
ministrados a través de esta via (Kroemer, 1992; Miller, 1992):
1°) Eliminacion clonal. Aunque este fenémeno puede ocurrir sobre

células T y B maduras y por lo tanto debe ser considerado entre

los posibles mecanismos que expliquen la tolerancia oral, la mayor
parte de las investigaciones apuntan hacia un papel preponderante

de los otros dos mecanismos (Friedman, 1993).
2°) Anergia clonal. El factor determinante del tipo de mecanismo de

tolerancia periférica que sigue a la administracion oral del antigeno

parece ser la dosis del mismo. Bajas dosis de antigeno inducen la
generacion de una supresion activa o tolerancia dirigida por células
reguladoras, mientras que altas dosis de antigeno favorecen los
fendémenos de tolerancia oral mediados por anergia. La adminis-
tracion oral de altas dosis de antigeno da lugar a una presentacion
sistémica del antigeno después de que éste haya pasado a través de
la pared intestinal y entrado en la circulacién general, bien como
proteina intacta, 0 como fragmentos antigénicos. Altas dosis de
antigeno inducen una falta de respuesta de las células Thl
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proinflamatorias, principalmente a través de una anergia de clones
reactivos. Los mecanismos que subyacen en este fenomeno atin no
han sido completamente esclarecidos.

39 Supresién activa. Este mecanismo se fundamenta en la interven-
cion de células reguladoras, las cuales, tras un reconocimiento del
antigeno sobre las células presentadoras, secretan una citocina
supresora, €l TGFB. Ademds, se produce una respuesta de los
linfocitos T siguiendo un patréon de activacion de tipo Th2, con la
consiguiente secrecion de IL-4 e IL-10. Estas células reguladoras
especificas del antigeno seran capaces de migrar hacia drganos
linfoides y suprimir respuestas inmunes, al interferir la generacién
de células efectoras. Igualmente podran dirigirse hacia los 6érganos
diana y suprimir la enfermedad liberando citocinas con actividad
inhibidora (supresién "bystander").. Estos dos mecanismos de
tolerancia no son excluyentes entre si, pudiendo ocurrir simul-
tdneamente.

En distintos modelos animales de EM, la administracion oral de

PBM o de fragmentos inmunogénicos con actividad encefalitogénica

derivados de la PBM, consigue prevenir e incluso revertir los sintomas de

la enfermedad (Higgins, 1988; Bitar, 1988; Fuller, 1990; Brod, 1992;

Miller, 1992). Basandose en estos hallazgos, se comenzaron una serie de

estudios preliminares en pacientes con EM. Durante los afios 1992-1993,

Weiner y cols. trataron a 30 pacientes con EM recurrente-remitente,

mediante la administracion oral de 300 mg/dia de mielina bovina, durante

un afio. Los resultados demostraron una disminucién en el nimero de
células reactivas frente a PBM en la sangre de pacientes con EM tratados
con mielina, comparado con aquellos a los que se les administré un
placebo. No hubo evidencia de sensibilizacion a la mielina bovina, segun

se constatd al final del estudio, por la ausencia de anticuerpos frente a

PBM o PLP y por la falta de aumento en ia respuesta proliferativa in vitro

frente al antigeno. Se observé que 12 de 15 pacientes que recibieron

placebo tuvieron brotes de EM, mientras que solo 6 de 15, en el grupo
tratado con mielina, presentaron brotes (p = 0,06). En principio, parecia
que los varones y los individuos DR2 respondian mejor a la tolerizacion.

Sin embargo, el tamafio de la muestra era muy pequenio, el tiempo de

seguimiento muy corto y la evaluacion de los resultados un tanto grosera.
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Estos trabajos han estimulado finalmente la realizacion de un
estudio prospectivo multicéntrico, controlado y a doble ciego, en 300
pacientes con una forma recurrente-remitente de la enfermedad. Este
estudio es randomizado para el haplotipo DR. Es de esperar que los
primeros resultados de este trabajo aparezcan en breve.

6.4. Otras perpectivas futuras en el tratamiento de la EM.

En el momento actual no se vislumbran aun soluciones definitivas
al problema de la EM. No obstante, el continuo avance de los conocimien-
tos sobre esta enfermedad hace probable que una convergencia de ideas de
origen inmunoldgico, neurobioldgico, genético, neurorradiologico y de
experimentacion animal aclaren completamente los mecanismos patogé-
nicos y sugieran vias para estabilizar la evolucion de la enfermedad,
reparar el dafio neurologico y prevenir la EM. Seguidamente se comentan
algunas de las lineas de investigacién, con un enfoque eminentemente
terapéutico, que se siguen en la actualidad en diversos grupos.

6.4.1. Limitacion del dafio neurolégico.

Puesto que resolver el problema de la EM en individuos con
afectacion severa requiere limitar el proceso inflamatorio y reparar la
lesion, parece poco sensato elaborar estrategias para potenciar los procesos
de reparacion sin haber frenado previamente la evolucion de la enfer-
medad. Igualmente, controlar la evolucion de la enfermedad sin intentar
restaurar el dafio estructural y funcional es poco ambicioso. En este
sentido se estd investigando el efecto de anticuerpos monoclonales
anti-CD4 linfocitotéxicos de tipo quimérico, aunque los resultados no
parecen muy esperanzadores. Estos anticuerpos intentarian interferir con
los mecanismos de reclutamiento o activacion de los linfocitos implicados
en la produccién del dafio neuroldgico y por otro lado carecerian de los
efectos secundarios de los anticuerpos monoclonales clasicos. El uso de
anticuerpos linfocitotoxicos humanizados representa uno de los nuevos
métodos de tratamiento inmunolégico dirigido, que es de esperar, aumente
el beneficio terapéutico y disminuya los efectos adversos de otros
tratamientos menos especificos. Los anticuerpos quiméricos son aquellos
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cuyo fragmento Fab de la molécula anti-humana, generalmente de origen
murina, estd unida a un fragmento Fc humano (mediante técnicas de
ingenieria genética). En este sentido, también se ha utilizado un anticuerpo
monoclonal “humanizado™ dirigido contra linfocitos T (CAMPATH-1H)
en una serie de pacientes, que aunque escasa, parece haber tenido buenos
resultados (Moreau, datos no publicados). Este tipo de tratamiento abre las
puertas a otros, en los cuales las moléculas diana, puedan ser efectoras en
el dafio de la vaina de mielina (anti-TNFa, anti-IFNy, etc.)

6.4.2. Estimulo de la remielinizacion

Estudios histolégicos en EM han mostrado que la remielinizacién
es una caracteristica de la lesién postinflamatoria temprana, e incluso una
alta proporcion, st no todas, las dreas de inflamaciéon maduran hacia areas
de desmielinizacidn con cicatrizacidn astrocitica y degeneracién axonal. La
remielinizacion transitoria en las placas subagudas arroja una importante
cuestion sobre cual es la célula responsable de este proceso de reparacién.
Una serie de estudios han revelado que esta célula es una célula glial
precursora y no el oligodendrocito maduro. Las células progenitoras
mantienen la capacidad de proliferar, migrar, y diferenciarse en respuesta
a diferentes factores de crecimiento y diferenciacién. Terapias potenciales
con factores de crecimiento (factor de crecimiento derivado de plaquetas,
factor basico de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento
semejante a la insulina-1, factor de transformacion de células nerviosas,
factor inhibidor leucocitario, NT3, etc.) podrian estimular estos procesos
de reparacién. En este sentido, se han iniciado varias lineas de inves-

tigacion cuyos resultados aclararan en parte estas cuestiones (Grinspan,
1994).

6.4.3. Implantes gliales

En modelos experimentales se estd utilizando esta técnica con
diferentes resultados, dependiendo del tipo celular implantado (Blakemore,
1991). Estudios experimentales usando lesiones en las cuales la inyeccion
focal de bromuro de etidio en médula espinal de ratas daba lugar a
regiones gliopénicas desmielinizadas; esto permitia a las células de
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Schwann vecinas migrar alrededor de la lesion y dar lugar a un cierto
grado de remielinizacion. El implante en estas lesiones de una mezcla de
c€lulas que contenia un nimero razonable de células gliales no aumentaba
la remielinizacién, puesto que las células de Schwann competian y
evitaban que los oligodendrocitos pudieran alcanzar los axones desnudos.
Experimentalmente, este fenémeno de inhibicién pudo ser superado irra-
diando la lesién, evitando asi que las células de Schwann alcanzasen ésta.
Injertando posteriormente estas dreas, se pudo observar un aumento de la
remielinizacion por accion de los oligodendrocitos (Blakemore, 1988,
1991). Otros estudios posteriores han permitido conocer més en profun-
didad aspectos relacionados con este tipo de intervencion (Franklin, 1991;
Groves, 1993). En general, los datos obtenidos permiten albergar cierto
optimismo y es de esperar que la utilizacion de esta técnica, implantando
células progenitoras junto con la administracién de factores que potencien
la remielinizacion pueda en un futuro préximo mejorar las expectativas de
regeneracion de las dreas desmielinizadas.

6.4.4. Prevencion de la EM mediante terapia génica

Existen escasas perspectivas de que los descubrimientos sobre la
causa o causas de la EM sean inminentes o que estas lineas de inves-
tigacion proporcionen nuevas estrategias de cara a la prevencion de esta
enfermedad. Aunque los genes implicados que determinan la suscep-
tibilidad puedan ser caracterizados en breve, estos no parecen ser genes
mutantes susceptibles de establecer pautas de terapia génica; mas bien
parece que la causa pueda radicar en polimorfismos normales cuyos
productos son claves para la integridad de sistemas fisiologicos vitales.

El riesgo de recurrencia en parientes de pacientes con EM es
consistente con un modelo en el cual mas de un gen contribuya a la
susceptibilidad. Las evidencias obtenidas en estudios de poblaciones,
analizadas conjuntamente con los estudios de ligamiento genético en
familias, confirman la implicacién de que varios genes participan en la
patogenia de la EM, uno o mds de los cuales regula la restriccién genética
de la respuesta inmune. La contribucion aportada por aquellos genes de
susceptibilidad que han sido identificados, actuando de forma indepen-
diente o combinada, puede solamente dar cuenta de una proporcién del
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riesgo aumentado de EM en estudios familiares y parece probable que otra
serie de genes, ain no identificados, contribuyan de igual modo a la
susceptibilidad a padecer EM. Aunque se han propuesto varios genes
candidatos, existen escasas perspectivas de identificar, en individuos
susceptibles, un desencadenante de la enfermedad que pudiera ser diana
para procedimientos de manipulacién genética. No obstante, los sorpren-
dentes avances en los 1ltimos afios en este terreno permiten tener
esperanzas, a medio o largo plazo, para el hallazgo de una terapia genética
en el tratamiento de la EM u otras enfermedades autoinmunes.
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1. INTRODUCCION

La sangre, cuya mision fundamental es la de transportar oxigeno
desde el exterior -los pulmones- al seno de los tejidos, se mantiene en
estado fluido, en el interior de los vasos sanguineos gracias a un perfecto
equilibrio que recae en lo que llamamos "balance hemostitico”. En el
balance hemostatico, junto a la accion directa de las plaquetas -trombo
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plaquetar- y de los vasos -vasoconstriccion- la coagulacion de la sangre,
manifestada por la formacion de fibrina, tiene un papel preponderante ya
que es la responsable del trombo estable. La fibrina procede del fibriné-
geno por la accién enzimética -hidrolitica- de la trombina. Esta libera dos
pequeiios fragmentos de cada una de las cadenas o y B, son el "fibrino-
péptido A" y el "fibrinopéptido B", que pueden ser valorados en el
laboratorio (1).

Por su parte, la "trombina" proviene de la "protrombina”. Esta que
es el factor Il, se activa a trombina por la accién de la "protrombinasa".
La actividad "protrombinasa" es un complejo formado por el factor Va, el
factor Xa, los fosfolipidos y el calcio i6nico. Este complejo libera dos
fragmentos de la molécula de protrombina -factor II- que pueden valorarse
y medirse mediante técnicas analiticas. La "protrombinasa” se genera por
dos caminos o vias diferentes, la "endogena” y la "exdgena". Las dos vias,
"endogena" y "exdgena", convergen en un punto comin que es la
activacion del factor X. Este pasa a su forma activa -Xa- por la accién de
dos complejos moleculares diferentes, el VIIla/IXa -via endogena- y el
Vlla/factor tisular -via exdgena-. Los dos complejos moleculares se
forman sobre la superficie fosfolipidica del endotelio vascular, lo que
potencia tremendamente su activacion y su capacidad funcional y ademas,
de este modo, la coagulacion queda limitada a la zona en la que se ha
producido la activacién factorial, lugar de activacién por la lesion
endotelial, evitando una coagulacién mas extensa (2).

Junto a estos mecanismos de control-fijacion factorial sobre la
superficie endotelial y limpieza de factores activados en el balance
hemostéatico por el Sistema Mononuclear Fagocitico existen, por un lado,
actividades anticoagulantes y, por otro, un sistema encargado de fragmen-
tar y disolver la fibrina, el sistema de la fibrinolisis. La fibrinolisis es un
proceso biolégico encargado de eliminar los depdsitos de fibrina, se realiza
por intervencion de la "plasmina", capaz de hidrolizar la fibrina en
fragmentos solubles. La plasmina se forma por activacién del plas-
mindgeno. El plasmindgeno es una glicoproteina de 92.000 daiton. Se
encuentra en sangre a una concentracion de 200 ng/cc y se activa por la
uroquinasa, producida en el rifidn, en los fibroblastos y en el pulmén y por
un "factor tisular" producido por las células endoteliales, llamado
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Activador Tisular del Plasminogeno -tPA-. El tPA se libera por el estrés,
la isquemia, la histamina y tiene varios inhibidores. Hay una serie de
anticoagulantes fisiologicos que evitan una coagulacion masiva, como las
antitrombinas, en especial la antitrombina IIl y la proteina C con su
cofactor la proteina S.

En condiciones normales podemos afirmar que existe un auténtico
equilibrio entre los potenciales coagulantes, los anticoagulantes y la
fibrinolisis. Cuando la actividad coagulante se reduce en relacién a los
otros dos, habra tendencia hemorragica, mientras que si hay incremento de
la actividad coagulante o los anticoagulantes y/o la fibrinolisis se reducen,
habra tendencia "trombética” y hablaremos de "estado pretrombético” o
"trombofilico".

En la clinica encontramos alteraciones del "balance hemostatico"
tendentes a la hemorragia o a la trombosis. Las hemorragias se producen
por reduccion de los niveles en sangre de algin o algunos de los factores
de la coagulacion. Esta situacién se produce por trastorno congénito -
hereditario- o adquirido -hepatopatias, administracién de anticoagulantes-.
También, pero mucho menos frecuente, por fallo funcional de algin factor
o por alteracion de la estructura molecular del factor. También hay hemo-
rragia en las trombopenias y en las trombopatias, asi como también
cuando hay activacion excesiva de la fibrinolisis, situacion que aparece en
hepatopatias, inflamacion.

La trombosis se produce por reduccion de dos factores anticoa-
gulantes fisiologicos o por excesiva activacion de la coagulacion, tal como
ocurre en patologia vascular.

Un capitulo de la coagulacion, pequefio por su escasa frecuencia
y relegado a un minimo comentario en los tratados de Medicina, es el de
los anticoagulantes circulantes adquiridos, que aparecen de manera
secundaria ante transfusiones, especialmente en enfermos carentes de un
factor, o de manera espontanea, ya secundaria o idiopatica. Las formas
secundarias, las mas frecuentes, se producen en el marco de enfermedades
con alteracion inmunolégica y constituyen una verdadera "patologia
inmune” de la coagulacién, mds correctamente "AUTOINMUNE".

Hacemos también referencia a un anticoagulante, ciertamente
descrito inicialmente como anticoagulante, pero cuya expresion clinica
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fundamental es la de originar trombosis. Se trata del anticoagulante ltpico.
De todo ello, nos ocupamos en este trabajo sin apenas referencia al
tratamiento. Excluimos la patologia de base inmune de las plaquetas.

2. LOS ANTICOAGULANTES CIRCULANTES: VISION GLOBAL

Los inhibidores de la coagulacion sanguinea, més corrientemente
llamados "anticoagulantes circulantes”, son proteinas -inmunoglobulinas-
que tienen la propiedad de inhibir a un determinado factor coagulante o
de bloquear la reaccion que produce. En ocasiones, uniéndose al factor de
la coagulacion aceleran su captacion por el Sistema Mononuclear
Fagocitico, incrementando asi su consumo, con el consiguiente descenso
de su nivel en sangre. Estas proteinas son inmunoglobulinas que se
comportan como anticuerpos o autoanticuerpos. La mas frecuente es la
IgG y dentro de ésta, el subgrupo 1gG4, pudiendo ser la cadena ligera
tanto k como A. Es sorprendente que el anticuerpo IgG4 sea el mas
frecuente, ya que esta inmunoglobulina representan sélo el 4% de ellas.
Esto puede deberse, fundamentalmente en los enfermos transfundidos, al
estimulo antigénico permanente que representa las repetidas transfusiones
(3)-

En general los anticuerpos anticoagulantes se producen después de
la realizacion de transfusiones de sangre, plasma o de concentrados
factoriales, a individuos con carencia congénita del factor, y por lo tanto,
sin la capacidad de reconocimiento de dicha proteina como propia. La
tendencia a la aparicién de anticuerpos, asi como su intensidad es mayor
en los enfermos en los que la base genética de su defecto es una
"delecion”. En otras ocasiones el anticuerpo se produce de un modo
secundario, por alteracion del mecanismo de la "inmuno-competencia”
acompafiando, en general, a enfermedades sistémicas o del sistema
linfatico. Finalmente, los anticoagulantes circulantes pueden aparecer de
manera espontanea, sin causa justificada. En el embarazo y, en especial,
en el postparto, aparecen anticoagulantes circulantes con relativa frecuen-
cia.

"In vitro", los anticoagulantes circulantes, pueden demostrar su
accion inhibidora de manera rapida, casi instantdnea, pero en ocasiones
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requieren una preincubacion de 1-2 horas para actuar, como es el caso de
los anticoagulantes frente al factor VIII. Algunos anticoagulantes en su
unién con el antigeno activan el complemento, pudiendo desencadenar
manifestaciones propias de la "enfermedad del suero”. Otros, como se ha
seftalado mas arriba, forman macromoléculas que, con rapidez, son
barridas de la circulacion por la accion del Sistema Mononuclear
Fagocitico, como es el caso de los anticuerpos frente al factor von Wille-
brand (4).

En los enfermos con déficit factorial congénito es frecuente una
respuesta "anamnésica" tras la transfusion de sangre o concentrados
factoriales. circunstancia que no se da en los enfermos que adquieren el
anticoagulante de manera espontdnea, lo que permite mds facilmente la
administracién de concentrados factoriales cuando la situacion hemorragica
es grave. Por otro lado, de una manera global, podemos afirmar que los
anticoagulantes que aparecen de forma secundaria o espontanea responden,
en gran medida, a la administracion de inmunodepresores, esteroides,
ciclofosfamida, azotioprina e incluso ciclosporina (3).

3. ANTICOAGULANTES CIRCULANTES FRENTE AL FACTOR VIII

Estos anticoagulantes, los mas frecuentes en la clinica, aparecen en
los hemofilicos, que han sido tratados con concentrados de Factor VIII, en
enfermos afectos de enfermedades inmunoldgicas, en ¢l postparto y de
forma "idiopatica". Los anticuerpos son en general policlonales, pero de
clonalidad restringida. En su mayoria son IgG, pero pueden ser IgM.
Cumpliendo un principio general, el subgrupo IgG4 es el mas frecuente,
mas del 50%, siendo raro el 13U3 y aln mas el IgG2. Pueden tener la
cadena ligera Kappa o Lambda, pero preferentemente Kappa.

En los hemofilicos aparece el anticoagulante, antiFactor VIII, en
el 5-10%, siendo esta cifra del 15% en los hemofilicos con cifras de
globulina antihemofilica igual o inferir al 3%. El titulo de anticoagulante
es también mayor en los enfermos con hemofilia grave, siendo mas dificil
que desaparezca con el tiempo, hecho que pude ocurrir con mayor
facilidad en los hemofilicos leves. Por otro lado, algunos hemofilicos
tienen una respuesta inmune a las transfusiones de concentrados de factor

309



D. ESPINOS; J. ALCALA COCHO

VIII de escasa intensidad, son los "respondedores bajos". Hay otros que
responden muy intensamente, en especial cuando se repiten las transfusio-
nes. Estos son los "respondedores fuertes”, en los que el anticoagulante
puede perdurar, incluso mas de dos afios, aun sin recibir ninguna
transfusion. Los enfermos con respuesta intensa, se corresponden con los
que tienen como base de su trastorno genético una "delecion", pero por el
momento, no se ha podido caracterizar ninguna alteracién tipica que se
correlacione con la aparicion del anticoagulante. Los anticuerpos actiian
sobre epitopos situados en los diferentes dominios del factor VIII (3). Asi,
lo hacen sobre el dominio A2 o sobre la porcidon carboxiterminal de la
cadena ligera, que corresponde al dominio C2. Algunos autoanticuerpos
pueden tener un amplio margen de accion, actuando sobre los dos
dominios, A2 y C2. Los anticuerpos frente al dominio C2 dificultan la
fijacién del factor VIII sobre los fosfolipidos, lo que reduce tremen-
damente su capacidad funcional.

En un examen mas detenido, a nivel molecular, se han podido
caracterizar los fragmentos, con sus epitopos, derivados de la hidrdlisis
producida por la trombina. La accién activadora que la trombina realiza
sobre ¢l factor VIII es hidrolizar la globulina antihemofilica en los puntos
Arg 372, Arg 740, Arg 878, Arg 740, Arg 1648 y Arg 1689 (5). Esta
altima hidroélisis es la que deja libre la macromolécula del factor von
Willebrand.

En un estudio sobre 76 anticuerpos anti F-VIII, con intencién de
estudiar los epitopos, se demostrd que €stos actian frente al polipéptido
92-kDa y dentro de éste frente a la fraccion 54-kDa y/o 44-kDa de los
fragmentos producidos por la trombina (5). Los anticuerpos IgG4
reaccionan con mayor intensidad frente al polipéptido 92-kDa. El
anticuerpo puede actuar también frente al polipéptido 82-kDa y dentro de
¢l sobre su fragmento 72-kDa, producido también por la hidrélisis
dependiente de la trombina. Hay casos en los que el anticuerpo actia
frente a estos dos polipéptidos.

El anticuerpo s6lo es especifico frente a la molécula del factor VIII
y no del factor Willebrand, por esto el tiempo de hemorragia nos se
afecta. No fija el complemento y tiene cierta especificidad de especie, por
lo que es mas intenso frente al factor VIII humano. Ello permite que, en
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situaciones graves, se pueda utilizar el factor VIII porcino con mayor éxito
que el factor VIII humano.

Los anticoagulantes, frente al factor VIII, adquiridos de manera
espontdnea son poco frecuentes. El primer caso de anticoagulante
circulante espontdaneo frente al factor antihemofilico, fue descrito por
Lozner -afio 1940- en un enfermo de 61 afos de edad, que presentd una
hemorragia severa después de la extraccion de un ganglio linfatico para su
estudio histolégico. La incidencia es mayor en el postparto, pero también
aparece en el curso de enfermedades sistémicas de base inmune -Lupus
eritematoso, asma-. El cuadro clinico suele ser leve, pero puede ser grave.

En el afio 1981 los autores David Green y Klaus Lechner (6)
publicaron una encuesta realizada con la participacion de Centros An-
tihemofilicos Europeos y Norteamericanos con el fin de conocer la
frecuencia real de los anticuerpos "espontaneos” frente al factor VIII, asi
como su marco clinico y la respuesta a diferentes protocolos terapéuticos.
Curiosamente de los 118 centros que contestaron, 55 indicaron no haber
tenido ningln caso de anticuerpo circulante. El total de casos fue de 215
enfermos. No habia diferencias de sexos, ya que el 52,7% eran varones y
el 47,3% hembras. Por edades, la frecuencia mayor estaba en los 50 y 70
afios, habiendo un pico de incidencia en la década de los 20. Estos se
corresponden a los anticuerpos aparecidos en el periodo de postparto. Los
anticoagulantes circulantes, aparecidos en el postparto, pueden hacer su
aparicion pasado cierto tiempo, incluso meses, después del parto. En
general mejoran, incluso desaparecen de manera espontanea entre los 12
y 18 meses. Un embarazo posterior no va necesariamente acompafiado de
la reaparicion del anticuerpo.

El factor VIII no pasa la barrera placentaria, por lo que la
inmunizacion debe producirse en el momento del parto o por roturas
placentarias producidas poco tiempo antes del alumbramiento.

Por orden de frecuencia las circunstancias clinicas en las cuales
aparecen son: 46,1% de causa desconocida, 7,9% en artritis reumatoide,
7,3% en el postparto, 6,5% en procesos malignos, fundamentalmente en
linfomas, leucemia linfatica cronica y, entre los tumores solidos, cancer de
pulmén, colon y de rifién. En este grupo habia un 5,6% producido por
farmacos, entre los que hay que sefialar la penicilina, la ampicilina, el
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cloranfenicol y la fenitoina. En el Lupus Eritematoso Sistémico -LES- se
presento en el 5,6% de los casos y en otro grupo de enfermedades de base
inmune, como colitis ulcerosa dermatomiositis, arteritis temporal, polimio-
sitis, miastenia gravis, sindrome de Sjogren, en el 4,5%. Habia un 4,1%
en enfermedades dermatologicas como la psoriasis, el pénfigo, la
dermatitis exfoliativa, el eritema anular centrifugo. Las enfermedades
respiratorias eran causa desencadenante de anticuerpos, frente a la
globulina antihemofilica, en el 3,9% de los casos, siendo el asma la mas
importante, seguida de la sarcoidosis y de la insuficiencia respiratoria de
causa no determinada. Las transfusiones, en individuos no afectos de
hemofilia congénita fueron factor desencadenante de anticuerpo frente al
factor VIII en el 2,8% de los casos. Seiialaron los autores un grupo
miscelaneo en el que se incluye la diabetes, la hepatitis, la hiperglobuline-
mia, la glomerulonefritis, la policitemia, en total representaban el 5,1%.

El cuadro clinico se expresa por hemorragias y aparecen todas las
manifestaciones que se dan en la hemofilia congénita, incluidos los
hemartros, si bien algunos autores los citan como menos frecuentes que en
la hemofilia clasica. Probablemente el factor edad sea un factor a tener en
cuenta a la hora de interpretar esta diferencia entre la hemofilia clasica o
congénita y la adquirida. Las manifestaciones hemorragicas pueden ser
graves, ya que en este estudio se realizaron transfusiones, de concentrado
factorial, en el 87% y un 22% de los enfermos murieron como consecuen-
cia de las hemorragias.

Interesante es comentar los aspectos evolutivos del inhibider en
relacion a la actitud terapéutica. En el grupo de enfermos que se sometie-
ron so6lo a observacion o a transfusion de concentrado de factor VIII, el
anticoagulante perdurd entre 1 y 156, meses con un valor medio de 36
meses. En un grupo pequerio desapareci6 espontaneamente después de un
periodo medio de 14 meses, entre |1 y 48 meses de valores extremos. Los
casos en los que desaparecié espontaneamente se correspondian con
episodios desencadenados en el periodo postparto, en el asma, en enfermos
tratados con ampicilina, en la hiperglobulinemia o de causa no iden-
tificada. En enfermos no tratados la cifra era de 32 casos, el resto fue
sometido a tratamiento, todos recibieron en algin momento esteroides.
Esta fue la unica medida farmacolégica en 45 de ellos, en los restantes se
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asocid, por falta de respuesta, a otros inmunosupresores como azotioprina,
ciclofosfamida. La respuesta fue (7) (8) bastante significativa en un
porcentaje alto, llegando a desaparecer en 22 casos que se correspondian
con colitis ulcerosa, transfusiones multiples, postparto, lupus eritematoso
y diabetes. El inhibidor perduré durante tiempo en las formas de artritis
reumatoide, arteritis temporal, sarcoidosis, asma. Podemos decir que no
existe un patrén etiolégico determinado que indique el tipo de respuesta
terapéutica, salvo en las formas de causa desconocida, en las secundarias
al parto o en las debidas a la administraciéon de farmacos.

La union del anticuerpo con el antigeno no activa el complemento
y no forma inmunoprecipitados. Hay que sefialar que la actividad anti
factor VIII, es decir el bloqueo funcional, no se realiza de manera
instantdnea sino lentamente.

4. INHIBIDORES DEL FACTOR WILLEBRAND

En la enfermedad de von Willebrand, que es la mas frecuente de
las enfermedades congénitas, la aparicion de anticuerpos esta motivada por
transfusiones repetidas. Aparecen con mayor frecuencia en las formas con
delecion homocigética, que tienen ausencia de la proteina, por ésto la
intolerancia inmunolégica a las transfusiones o concentrados es grande. El
anticuerpo es una inmunoglobulina 1gG de caricter policlonal y tiene la
propiedad de inhibir al factor von Willebrand. Hay especial tendencia a la
aparicion del anticuerpo tras las transfusiones.

Las formas de aparicion espontinea son escasas y se dan en
enfermedades inmunes, LES, en sindromes linfoproliferativos y mielopro-
liferativos, en el hipotiroidismo y también en la enfermedad de Graves (9)
(10) (11). En el sindrome de von Willebrand adquirido, la edad de los
enfermos es en general superior a los 55 afios. Las manifestaciones
clinicas se caracterizan por hemorragias de mucosas, epistaxis, gingivorra-
gias tras la extraccion dentaria, hematomas y, ocasionalmente, hemorragias
digestivas.

El anticuerpo produce alargamiento del tiempo de hemorragia, el
F VIIL.C est4 bajo y el FvW:Ag es muy bajo (6) o nulo y el FvW:RiCof
es nulo. Estd reducida la agregacion plaquetaria con ristocetina. Hay
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alargamiento del TTPa (tiempo parcial de tromboplastina) que en parte se
rectifica con la adicion de plasma normal.

El anticuerpo puede no expresar su accién inhibidora frente a las
estructuras muitiméricas del factor vWT{, lo que se corresponde con el tipo
I de la enfermedad congénita de von Willebrand (12), mientras que otros
presentan la accion frente a las formas multiméricas, correspondientes con
el tipo II. Todo esto evidencia que los anticuerpos pueden actuar sobre
diferentes epitopos de la molécula, pudiendo producir diversos grados de
inactivacion biolégica. En algunos casos el gran tamafio del complejo
antigeno-anticuerpo favorece una rdapida limpieza o barrido de la circula-
cion, por el Sistema Mononuclear Fagocitico, con reduccion significativa
de los niveles de vW en sangre. Ocasionalmente el anticuerpo se fija sobre
superficies celulares como se ha descrito en la macroglobulinemia de
Waldenstrom. Los trastornos de la coagulacion en la enfermedad de von
Willebrand adquirida no guardan paralelismo con el tiempo de hemorragia,
ya que el factor vW existente en las plaquetas no es inhibido al 100% por
el anticuerpo. En el momento de la activaciéon plaquetaria, la concen-
tracion de vW es muy grande, en un espacio muy pequeilo, sobrepasa la
actividad del anticoagulante. La formacién de inmunocomplejos puede
presentar, en ocasiones, manifestaciones propias de la enfermedad del
suero como son las vasculitis.

5. ANTICOAGULANTES ANTIFIBRINOGENO

La formacion de fibrina defectuosa, en presencia de cantidades
suficientes de trombina, es una expresion de disfibrinogenemia por
alteracion estructural del fibrindgeno. Igual situacion puede producirse ante
la presencia de anticuerpos circulantes, de autoanticuerpos, que dificultan
su activacion o su polimerizacion.

El fibrinégeno consta de tres pares de cadenas, la A, BB y vy (2).
Su funcién en la coagulacién de la sangre, y aun mas, en la hemostasia,
es la de formar una amplia red de fibras de fibrina -el trombo hemos-
tatico- que materialmente cierra las soluciones de continuidad que pueden
aparecer en el arbol vascular. Para que esta red pueda producirse, el
fibrinbgeno necesita activarse -pasar a fibrina- por la acciéon de la
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trombina. Cada molécula de fibrindgeno produce un monémero de fibrina.
Los mondémeros de fibrina tienden espontincamente a polimerizarse,
formando una red inicialmente inestable, soluble en urea, para posterior-
mente pasar a formar el polimero estable por la accion estabilizadora del
factor XIII activo -XIlla-.

Desde el fibrindgeno, molécula soluble, hasta la formacion de la
de red estable de fibrina se producen cuatro hechos consecutivos. Los dos
primeros requieren la intervencion activa de la trombina, el cuarto la
intervenci6n del factor XIII activado, y el tercero, la polimerizacion de los
monomeros de fibrina. Esta polimerizacion es espontanea y s6lo necesita
una correcta integridad estructural de la molécula.

La trombina libera en primer lugar, del extremo amino terminal de
la cadena Aa, un pequeiio polipéptido -fibrinopéptido A- por hidrélisis de
la uniéon Arg 16-Gli 17 (2). Posteriormente, ejerce una accion similar
sobre la cadena BJ, en la unién Arg 14-Gli 15, liberando el fibronopép-
tido B. La trombina ejerce esta doble accién proteolitica uniéndose al
"dominio central” del fibrinégeno. La hidrolisis y liberacion de los
fibrinopéptidos A y B dan origen al monémero de fibrina, quedando asi
expuestos, en la zona aminoterminal, lugares complementarios con las
zonas carboxiterminales de otros monémeros de fibrina, lo que permite la
polimerizacion de los mismos formando una protofibrilla de doble
estructura. Esta union con superposicion mitad a mitad, de cada monomero
de fibrina, vista al microscopio electrénico, da el aspecto de una larga
fibra con bandas intermedias.

El factor XlIlla es el encargado de estabilizar al polimero de
fibrina. Esta formado por dos cadenas a y dos B. Las cadenas a contienen
el lugar activo que queda libre al ser activado por la trombina, la cual
hidroliza al polipéptido en la unién Arg 37-Gli 38. El factor XllIa es una
endo-gamma-carboxiglutamil: aminolisil transferasa, que actia como tran-
samidasa, capaz de formar uniones anidnicas entre la carboxiglutamina y
la aminolisina, no sélo de la fibrina sino también de otras moléculas como
la miosina, la fibronectina, el factor vW, el factor V, el coldageno y la a2-
antiplasmina, pero fundamentalmente, el fibrindégeno y la fibrina.

Las cadenas B} generan uniones en su porcién carboxi-terminal al
igual que las ¢, que tienen tres residuos de glutamina en el apéndice polar
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Aa. Estas uniones dificultan la accion fibrinolitica de la plasmina,
inhibicién que estd amplificada por la propia unién del factor Xilila a la
a2-antiplasmina.

Hay varios tipos de autoanticuerpos capaces de entorpecer la
formacion de la red de fibrina. Un primer tipo se fija sobre la molécula
de fibrinégeno, impidiendo o dificultando, por su situacién topografica
sobre la cadena Aa, la hidrélisis entre la Arg 16-Gli 17. Al no liberarse
adecuadamente el fibrinopéptido A, se enlentece la formacién de los
monomeros de fibrina, lo que conduce a una deficiente formacion de la
red de fibrina, es decir del codgulo o trombo hemostatico (13). El
fibrinopéptido A, por su situacion espacial en la molécula de fibrinégeno,
tapa o dificulta la exposicion de los puntos de la molécula que interviene
en la polimerizaciéon del monomero de fibrina. La clinica hemorragica no
€s muy importante, menos que la que se produce en los defectos primarios
de agregacién de los mondmeros. La alteracion en la liberacion del
fibrinopéptido A, fue primeramente sefialada por E. Marciniak, en una
enferma con sindrome de Down (13). La fraccion IgG del plasma de la
enferma tenia la propiedad de dificultar la liberacién del fibrinopéptido A.
Curiosamente la cantidad total del fibrinopéptido liberado es igual que en
las situaciones normales, lo que pasa es que se libera con mayor lentitud.

Un segundo tipo de autoanticuerpo inhibe la hidrolisis entre la Arg-
14-Gli 15 de la cadena BP, con la consiguiente dificultad para la
formacion del codgulo. En enfermos con LES se ha descrito la aparicion
de autoanticuerpos que bloquean la polimerizacion de los monémeros de
fibrina, lo que produce una defectuosa red de fibrina (14). Un efecto
similar se produce en casos de marcada dis o paraproteinemia, alin sin
actividad de autoanticuerpos (15). El fragmento Fab de estas inmunoglo-
bulinas monoclonales, tipo IgG y propias de discrasias plasmaticas,
impiden la polimerizacion de los mondémeros de fibrina con mayor
intensidad que lo hace el fragmento Fec.

6. INHIBIDORES FRENTE AL FACTOR Il

De manera aislada son muy poco frecuentes ya que se presentan en
el marco del "anticoagulante lipico". En los casos descritos este inhibidor
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se comporta con un alargamiento del tiempo de protrombina (TP), del
tiempo de trombina (TT), del tiempo parcial de tromboplastina (TTa) y
con normalidad del tiempo de reptilase (16). Este anticoagulante no tiene
actividad antifosfolipidica, como ocurre con el "anticoagulante lupico”. El
anticuerpo se fija sobre la protrombina y también puede hacerlo sobre la
trombina, uniéndose a la zona aminoterminal de la molécula de protrom-
bina y no a la carboxiterminal, como lo hace el anticoagulante lapico. El
complejo anticoagulante-protrombina es secuestrado por el Sistema
Mononuclear Fagocitico con el consiguiente descenso de los niveles
optimos de protrombina, siendo esta hipoprotrombinemia la causa del
trastorno hemorragiparo y no la inactivaciéon funcional, ya que el
anticuerpo no se une sobre epitopos funcionalmente activos de la molécula
de protrombina, como ocurre con la mayoria de los anticoagulantes (17).

7. ANTICUERPOS FRENTE AL FACTOR V

El factor V es un cofactor de la cascada factorial y, actuando como
cofactor de serin proteasas, interviene en la formacion de la protrom-
binasa. El factor V tiene tres dominios A, B y C, con gran similitud en su
composicién y en la secuencia de aminoacidos, especialmente en sus do-
minios A y C. Circula como una molécula tnica. Es sintetizado por las
células endoteliales y por los megacariocitos, por lo que se encuentra en
los granulos o de las plaquetas. Es activado por la trombina y por el
factor Xa. La trombina lo hidroliza en los puntos Arg 713, Arg 1536,
dejando dos péptidos muy glicosilados, la cadena pesada de 100.5 kDa y
la ligera de 71 kDa. El factor Va, fijado sobre estructuras fosfolipidicas,
se une al factor Xa por intermedio de la cadena pesada y ligera. La unién
a los fosfolipidos se realiza por intermedio del dominio C de la cadena
ligera, lo que potencia la activacion de la protrombina en 300.000 veces
mas que si lo hace en solucion. Se ha visto que los anticuerpos, que se
fijan sobre las diferentes zonas funcionales del Va, impiden su accién (18).
En algunos casos esta fijacion se realiza sobre la cadena pesada, en la
zona donde debe unirse al factor Xa, lo que impide la formacién del
complejo protrombinasa. En otras ocasiones el anticuerpo se fija sobre el
dominio C, en la cadena ligera, en la zona por la que se fija a los
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fosfolipidos. Esto impide igualmente la formacion del complejo protrom-
binasa.

La apariciéon de anticoagulantes frente al factor V, en enfermos
afectos de déficit congénito se da con muy poca frecuencia. Los casos
descritos en la literatura corresponden fundamentalmente a individuos no
afectos de la enfermedad congénita, es decir aparecen de manera
espontinea y recac especialmente en la edad avanzada. Aparece este
anticuerpo en individuos sin enfermedad alguna, que han tomado
medicamentos con gentamicina, estreptomicina, penicilina o que han sido
sometidos a cirugia. También en casos que han recibido transfusiones o
han tenido alguin tipo de infeccion. El anticoagulante desaparece espon-
tdneamente, alrededor de las diez semanas o bajo los efectos de una
terapia inmunosupresora.

Un hecho importante es la gran variabilidad en su expresion
clinica, hemorragipara, habiendo formas severas (4). En algunos casos el
anticoagulante no plantea problemas clinicos. Esto es debido a la presencia
de factor V en el interior de las plaquetas, lo que le hace inaccesible a la
accion inhibidora del anticoagulante circulante. Recordaremos que el factor
V se encuentra en circulacion en un 80%, el 20% restante esta en el
interior de las plaquetas. Esto explica el que enfermos con una cuantia de
factor V circulante, inferior al 1%, pueden ser sometidos a cirugia menor
sin que se produzcan hemorragias importantes. Las plaquetas contienen el
20% del factor V de la sangre, pero representan el 0,16 del volumen de
la sangre total, lo que hace que la concentracién del factor V en las
mismas sea 100 veces mayor que la concentracién del mismo en el plasma
y permite comprender que, tras la activacién de las plaquetas, la alta
concentraciéon del factor V, ain en presencia del inactivador o del
anticoagulante, sea eficaz para la formacién de la protrombinasa.

El laboratorio demuestra el alargamiento del tiempo de protrombina
(TP) y el tiempo parcial de tromboplastina (TTPa) que no se corrigen con
la mezcla de plasma normal. El tiempo de trombina (TT) es normal.

El anticuerpo es una inmunoglobulina policlonal 1gG, pero puede
ser también IgE e IgM e inclusive IgA (3). Actia frente a epitopos de la
cadena pesada o de la cadena ligera del factor V activado, inhibiendo la
formacion del complejo protrombinasa formado por -Xa-Va-Ca"'-vesiculas
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de fosfolipidos. Por lo indicado anteriormente, se comprende que la
transfusién de plaquetas pueda normalizar la tendencia hemorragica en
enfermos afectos de anticoagulante frente al factor V.

8. INHIBIDORES FRENTE AL FACTOR VII

Se ha descrito la aparicion de anticoagulantes tipo IgG, que inhiben
la actividad procoagulante del factor VII. No se une a epitopos activos de
la molécula pero si a la molécula, con la formaciéon de macrocomplejos
que son aclarados rdpidamente por el Sistema Mononuclear Fagocitico,
con descenso del factor VII en el plasma (3).

9. ANTICOAGULANTES CIRCULANTES FRENTE AL FACTOR IX

E! factor IX o factor Christmas, cuyo déficit congénito produce la
hemofilia B, es una enzima, serin-proteasa, que se une al factor VllIa
sobre superficies fosfolipidicas. En los enfermos con hemofilia B los
anticuerpos se presentan con una incidencia del 2 a 3%, alcanzando el
12% en los casos graves.

El primer caso de anticuerpo frente al factor IX, aparecido de
manera espontanea, fue descrito en el afio 1957 por Formanek en una niiia
de cuatro afios. La enfermita presentdé un importante cuadro purpirico
durante el periodo de curacion de una hepatitis, pero con evolucién
posterior favorable. El caso descrito por Largo y colaboradores, en 1974
(19) corresponde también a una nifia de seis afios y medio en la que
posteriormente aparecié una enfermedad multisistémica de base inmune.
La prednisona redujo la actividad del anticoagulante, pero fallecié a la
edad de 9 afios como consecuencia de la enfermedad base. Al igual que
ocurre con otros anticoagulantes espontaneos, el anticuerpo frente al factor
IX, que es muy poco frecuente, aparece en general durante la evolucion
del Lupus Eritematoso Sistémico -LES-, especialmente durante el
embarazo y el periodo postparto. El anticuerpo, que es oliclonal o también
policlonal y preferencialmente es IgG, subgrupo IgG4, forma precipitados
al unirse con el antigeno.
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10. INHIBIDORES FRENTE AL FACTOR [X

Son muy poco frecuentes y se pueden producir en individuos
transfundidos afectos de déficit congénito del factor XI. Su aparicion
espontianea es menos frecuente, produciéndose en enfermos de Lupus
Eritematoso Sistémico -LES-. (4). El anticuerpo se une al factor 1X, en
epitopos localizados en la cadena pesada. Las manifestaciones clinicas son
escasas.

11. INHIBIDORES FRENTE AL FACTOR XIII

En algunos enfermos que toman isoniazida, penicilina o toman
hidantoinas, se ha descrito un cuadro hemorragiparo por la aparicion de
autoanticuerpos frente al factor XIII (3) (4).

El inhibidor puede actuar frente al XlIlla o anuiar los puntos de
unidn entre los mondmeros de fibrina. Otros anticuerpos actan impidien-
do la activacién del factor XIII por la trombina.

En casos de disproteinemia, la paraproteina puede bloquear la
activacion del mismo o impedir su actividad, uniéndose a los puntos
funcionales del factor Xllla.

12. ANTICUERPOS ANTITROMBINA

Es curiosa la aparicion de anticuerpos frente a la trombina en
enfermos a los que se les ha aplicado trombina bovina tépica, practica
relativamente frecuente en determinados actos quirurgicos. Se produce
alargamiento del tiempo de protrombina (TP), del tiempo parcial de
tromboplastina (TTpa) y del tiempo de trombina (TT). El anticuerpo que
se produce frente a la trombina bovina, actia también frente a la trombina
humana porque el anticuerpo comparte el mismo epitopo.

Las manifestaciones hemorragicas, como hemorragias por los
puntos de sutura, salida de sangre por las sondas de aspiracion, desapare-
cen pasados 6-7 dias, pero pueden ser tremendamente graves, especial-
mente si se forman también anticuerpos frente al factor V, como en el
caso descrito por Zehder y Leung (20).

Conviene sefialar que es muy importante el papel del factor V en
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la coagulacion. El factor V, como se sabe, da origen a una cadena pesada,
de 100,5 kDa, y a una ligera de 71 kDa, unidas por enlaces no covalentes
y calcio idnico. La cadena ligera se une a los fosfolipidos de las plaquetas
y también al factor X activado. La cadena pesada se une a la protrombina.
Esta unién de moléculas sobre la superficie fosfolipidica aumenta la
transformacion de la protrombina a trombina en 300.000 veces mas que
si esto lo hiciese en solucién.

El anticuerpo que aparece frente al factor V es de consecuencias
graves, perdura poco y desaparece espontdneamente al cabo de pocas
semanas. Es una IgG que se une activamente a la cadena ligera de factor
Va. En el caso que comentamos fue necesaria la préctica de plasmaféresis,
ya que ni las transfusiones ni los inmunosupresores consiguieron controlar
la severa hemorragia. La aparicién del anticuerpo frente al factor V, con
el empleo de trombina bovina local, se debe a que en muchos productos
comerciales la trombina lleva también factor V bovino.

13. ANTICOAGULANTES TIPO HEPARINA

Son de escasa frecuencia. Se trata realmente de sustancias con
actividad de "glicosaminoglicanos". Se han descrito en enfermos afectos
de cancer, asi como en hepatopatas (21). Es posible que no sean las
células cancerosas las que liberen las sustancias anticoagulantes, tipo
heparina, sino que el propio tumor estimule, en cierta medida, a las células
endoteliales y sean éstas las que liberen las sustancias heparinoides tipo
“glicosaminoglicanos". Lo interesante de estos (22) enfermos es que el
tiempo de trombina (TT), que esta extraordinariamente alargado, se puede
corregir con la adicion de protamina o de heparinasa.

Las manifestaciones clinicas son importantes y se caracterizan
fundamentalmente por hemorragias en mucosas, musculares y viscerales.

En algunos casos la sustancia inhibidora aparece en enfermos
afectos de patologia hepatica y la actividad anticoagulante, tipo heparina,
se puede contrarrestar por la administracion de heparinasa o condroitinasa,
lo que indica que la molécula anticoagulante tiene una estructura tipo
heparasulfato o dermatan sulfato (23). Posiblemente la lesion hepatica
permite la liberacién de glicosaminoglicanos que no son adecuadamente
catabolizados.
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14. ANTICOAGULANTE LUPICO

En el afio 1952 se describid, en enfermas afectas de LES, la
presencia de un anticoagulante al que se llamé "anticoagulante lipico"
(24). Pronto se vi6é que la accion anticoagulante se manifestaba mas en el
laboratorio que en la clinica y paradéjicamente, la presencia del "anticoa-
gulante lupico” se asociaba mas a fendmenos tromboticos, tanto venosos
como arteriales, que hemorragicos (25) (26).

Es un anticuerpo inhibidor de las reacciones que en los ensayos
analiticos, es decir "in vitro", necesitan fosfolipidos, es un antifosfolipido.
No reacciona frente a todos los fosfolipidos, sélo frente a los aniénicos
como la fosfatidilserina, el fosfatidilinositol, el 4cido fosfatidico. Por ésto
no reacciona frente a la fosfatidilcolina ni frente a la fosfatidiletanolamina
(27). Su actividad bioldgica impide la unién calcio dependiente de la
protrombina y del factor Xa con los fosfolipidos, como se ha visto "in
vitro" utilizando micelas de fosfolipidos (28).

El anticoagulante lupico o antifosfolipido se presenta, en general,
acompafiando a enfermedades sistémicas o de base inmune, pero en
ocasiones aparcce de manera aislada y constituye el "sindrome antifos-
folipido primario”.

Conviene sefialar, ya desde el principio, que pese al deterioro de
la coagulacion tal como se demuestra "in vitro", en el laboratorio, la
expresion clinica hemorragipara es practicamente nula y desde luego
carece siempre de interés. Los portadores de anticoagulante lipico que
necesiten la practica de cualquier actividad quirargica pueden someterse
a la misma, sin grandes problemas. En los casos en los que hay clinica
hemorragica ésta depende de la trombopenia asociada, de la trombopatia
o del déficit de protrombina (29) (30) (31).

Pronto se asocié la presencia del anticoagulante ltipico con la falsa
positividad del test biologico de la sifilis, que aparece en algunos enfermos
con LES. Esto condujo a Harris, en el afio 1983, a elaborar un test
antifosfolipido en el que éstos estaban representados por cardiolipina, ya
que es este el fosfolipido que se emplea en la prueba biolégica de la
sifilis. A este test se le ha reconocido como el de la "anticardiolipina”. No
existe una relacion 100% entre el test de la anticardiolipina y la presencia
del anticoagulante lupico valorado por técnicas de coagulacion. Hay
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enfermos con el test positivo en los que no se encuentra anticoagulante
lpico, asi como también se da la situacién inversa. El “anticuerpo
anticardiolipina” es un anticuerpo de caracter policlonal antifosfolipido y
puede ser IgG, IgA, IgM. No parece que exista una relacion entre el tipo
de idiotipo (32) y las manifestaciones clinicas.

En los 1ltimos afios el interés por el estudio de la anticardiolipina
ha permitido agrupar un amplio abanico de manifestaciones clinicas,
insospechadas en las fases iniciales.

Desde que en el afio 1963 se describi6 la presencia de trombosis
en los enfermos con anticoagulante lapico, la importancia y la frecuencia
de esta complicacién ha sido reconocida con toda claridad. Las trombosis
se dan tanto en el territorio arterial como en el venoso, son recurrentes.
Cuando ésto ocurre suele producirse en el mismo territorio. Los lugares
preferentes son el arbol vascular cerebral, las venas profundas de las
extremidades inferiores y también los vasos de la retina, pudiendo
producirse en cualquier lugar de la economia. En los enfermos con LES
y anticoagulante lipico o anticardiolipina, la frecuencia de los episodios
tromboticos es importante, entre 40-42%. La frecuencia no es tan elevada
en enfermos con anticoagulante lipico, asociado a enfermedades autoin-
munes diferentes al LES, como es el caso de la artritis reumatoide y de las
formas de lupus asociado a farmacos (32).

Otra importante y caracteristica manifestacién clinica es la
aparicion de abortos espontaneos. La frecuencia de abortos en las enfermas
con Lupus es elevada, aumentando ésta si las enfermas son portadoras de
"anticardiolipina" (34) (35). En enfermas con lupus, embarazadas y
portadoras de anticoagulante lupico el aborto alcanza el 38% frente al 16%
en las que el Lupus no va asociado al anticoagulante ltpico.

Junto a la trombosis de las venas profundas de las extremidades
superiores e inferiores estan las de la vena cava inferior, pudiendo
complicarse con embolia pulmonar. También se producen trombosis en las
venas suprahepaticas, con produccion del sindrome de Budd-Chiari, de la
vena porta, de los senos venosos intracraneales, de la vena renal y de la
vena retiniana. No son raras las trombosis en el territorio arterial, siendo
lugares preferentes las cerebrales, las coronarias, las braquiales -subclavia
axilar-, la de la retina y las arterias del arco supraadértico. También se han
sefialado trombosis mesentérica de la aorta y de las extremidades

323



D. ESPINOS; J. ALCALA COCHO

inferiores.

Se ha demostrado que la reoclusion, tras cirugia coronaria, es mas
frecuente en los enfermos que tienen positivo ¢l test de la anticardiolipina
y en especial en los que ya lo tenian antes de la realizacién de la cirugia.
Los que sobreviven a un infarto de miocardio, en especial individuos
jovenes, con anticardiolipina positiva, tienen en un 61% la posibilidad de
presentar un episodio trombdético coronario, cerebral o en extremidades
inferiores (36). La aparicién de valvulopatias en LES se acompafia a la
anticardiolipina en el 89% de los casos. En el sindrome de "anticar-
diolipina primario”, la patologia valvular se da en el 36%. Por el
contrario, en los enfermos con LES sin positividad a la anticardiolipina,
la valvulopatia es mas inferior (37). No existe asociacién entre la
positividad de la anticardiolipina y la presencia de factor antinuclear.

Corresponde aqui el sindrome de Sneddon, caracterizado por
trombosis recurrentes arteriales y venosas, valvulopatias, trombosis
cerebro-vascular e hipertension arterial de caracter esencial.

En la piel, las manifestaciones que aparecen son de base vascular,
presentandose placas necrdticas -plirpura necrotizante-, tilceras necréticas
en partes distales, como en las zonas maleolares, necrosis en la matriz
ungueal, noédulos subcutaneos dolorosos, livedo reticularis. Estas manifes-
taciones pueden presentarse de manera aislada o asociada a trombosis
venosa profunda.

También se ha relacionado con el anticuerpo anticardiolipina la
necrosis colagena cutanea con atrofia dérmica sin infiltrados inflamatorios,
con trombosis vasculocerebral o mesentérica, lo que constituye la
enfermedad de Degos (38).

Las manifestaciones neurolégicas son muy variadas, se incluyen
aqui las convulsiones, la migrafia, el sindrome de Guillain-Barré, la
neuritis Optica, la trombosis recidivante cerebral, la demencia por
trombosis recidivante y la mielitis transversa (39). Parece ser que en el
“sindrome antifosfolipidico primario", se afectan grandes vasos, mientras
que cuando los anticuerpos antifosfolipidos se presentan asociados a otras
enfermedades, fuera del sindrome primario, los vasos son de calibre
medio, como ocurre en el sindrome de Sneddon (40) (41).

Las embarazadas tienen abortos en el primer trimestre y son
después propensas a la repeticién del mismo. Parece que la base patoge-
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nética es la de una vasculitis placentaria.

Experimentalmente se ha demostrado con claridad que la anticar-
diolipina tiene capacidad patogénica para producir el sindrome antifos-
folipido. En ratas embarazadas la inyeccion de anticardiolipina produce
trombopenia, alargamiento del tiempo parcial de tromboplastina -TTPA-
y muerte fetal. El mismo resultado se obtiene inmunizando a los animales
con suero de enfermos o con un anticuerpo monoclonal anticardiolipina.
La heparina y la IL-3 son capaces de prevenir o evitar la muerte fetal.

También se ha visto que en el sindrome antifosfolipido, la pérdida
fetal, en estos animales, se incrementa cuando la produccion de inter-
leucina-3 -IL-3- y de factor estimulador de colonias de macrofagos y
granulocitos -GM-CSF-, como en la respuesta a la concanavalina, estan
reducidas (42). Una situacion parecida se produce en la clinica, asi en las
mujeres embarazadas, afectas de lupus eritematoso, niveles bajos de C3 o
de C4, asi como un titulo elevado de anticardiolipina, son factores de mal
prondstico e indicadores de pérdida fetal. A

En estos casos el estudio "doppler" de la arteria umbilical y de las
uterinas, a partir de la decimocuarta semana de embarazo, sirve para
monitorizar el futuro del feto (43).

La actividad trombogénica del anticuerpo antifosfolipido se realiza
en gran medida por activacién o estimulacion de las células endoteliales.
Uno de los mecanismos de activaciéon plaquetar es por intermedio del
Factor de Activacion de las Plaquetas -PAF-, ya que la anticardiolipina
estimula las células endoteliales con produccion de PAF. Estudios
experimentales "in vitro”, utilizando células endoteliales de la vena
umbilical, muestran que la produccién de PAF se incrementa con la
adicion de suero con anticardiolipina. Es importante saber que el acido
acetil salicilico es capaz de frenar esta sensibilizacion (44).

Otra prueba de la accion de la anticardiolipina sobre las células
endoteliales es la elevacion del factor von Willebrand, producido y
liberado desde el endotelio. La IgG de enfermos con sindrome anticar-
diolipina o con lupus eritematoso tienen esta propiedad (45). Tambi¢n se
ha demostrado que la anticardiolipina impide que la trombomodulina
module la accién activadora de la proteina C por la trombina (46), lo que
representa la anulacién, o disminucién, de un importante mecanismo

325



D. ESPINOS; J. ALCALA COCHO

natural antitromboético. Igualmente se ha sefialado que favorece la
actividad trombofilica de la anticardiolipina la produccion y expresion,
sobre la célula endotelial, del Factor Tisular o Factor III. Por otro, lado
la anticardiolipina disminuye la fibrinolisis, primero por la disminucion de
la activacion de la proteina C y, segundo, porque disminuye la produccion,
por la célula endotelial, del Activador Tisular del Plasminogeno -tPA-. La
capacidad de produccion de prostaciclina por la célula endotelial también
se encuentra reducida por la accién del antifosfolipido.

La relacion del LES con la anticardiolipina es muy grande. Se
encuentra positivo en un 60% de los enfermos y la IgG de los mismos se
une intensamente al fosfolipido cardiolipina. Esta unién necesita un
cofactor que se encuentra en el suero de los fetos de vaca, en el suero
normal humano y en la fraccién lipoproteica obtenida por ultracentrifuga-
cién del suero normal. Estudios de caracterizacion han demostrado que
este cofactor estd en la fraccion B-2 de la glicoproteina I (B2 GPI) (47).
La glicoproteina P2-GPI tiene 50 kDa, con 326 aminoédcidos. Se en-
cuentran en una concentracion plasmética de 200 mcg/ml. Se considera
como cofactor de la anticardiolipina y probablemente al fijarse sobre los
fosfolipidos los hace madas inmunogénicos. Parece ser que epitopos
formados entre la cardiolipina y la $2-GPI son el punto de accion o dianas
de los anticuerpos antifosfolipidos (48).

Estd perfectamente claro que la actividad antifosfolipidica, del
anticuerpo antifosfolipido, se ejerce frente a diferentes fosfolipidos y no
solo frente a la cardiolipina. De hecho, en un porcentaje elevado de casos
no tiene actividad anticardiolipina, pero si antifosfolipido. El anticuerpo
antifosfolipido puede ser anticardiolipina, antifosfatidilserina, antifos-
fatidilinositol, antifosfatidiletanolamina, antifosfatidilglicerol y anti 4cido
fosfatidico. El estudio de la IgM, 1gG e IgA de estos enfermos demuestra
que pueden ser anticuerpos y que, en los casos de positividad, el
anticuerpo es eficaz por los menos frente a uno de los seis fosfolipidos.
En el 60% de casos positivos, lo es frente a fosfolipidos diferentes a la
cardiolipina. Cuando el anticuerpo es de la clase IgG la especificidad mas
frecuente es frente a la fosfatidilserina, seguida de la fosfatidiletanolamina
y de la cardiolipina (49).
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15. CONSIDERACION FINAL

En este trabajo hemos presentado una panoramica de los estados
patolégicos con deterioro de la coagulacion que se produce como
consecuencia de la aparicién de anticuerpos autoanticuerpos frente a las
diferentes proteinas que intervienen en la "cascada factorial” hasta la
formacién de fibrina. Por su frecuencia el problema se da en los enfermos
con déficit congénito factorial a los que se les transfunde sangre, plasma
o concentrados con fines terapéuticos. Por otro lado es de gran interés
conceptual, y a la vez clinico, la aparicién de estos anticuerpos en el curso
de enfermedades de base inmune. Recordemos que la adminstracion de
inmunosupresores ofrecen una eficaz terapéutica. Finalmente el an-
ticoagulante lipico, anticuerpo antifosfolipido, ha abierto un inmenso
campo de interpretacion patogenética, en una serie de cuadros clinicos que
aparecen asociados o independientes de enfermedades sistémicas. Su
hallazgo es un signo analitico de gran valor en la clinica.
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1. INTRODUCCION

Los ratones diabéticos no obesos (NOD) son un modelo experimen-
tal de la diabetes mellitus humana dependiente de insulina (IDDM) o
diabetes tipo I. Estos ratones desarrollan espontineamente diabetes
autoinmune. Esta enfermedad autoinmune (tanto en el caso de los ratones
NOD como en el caso de la IDDM) se caracteriza principalmente por una
destruccién de las células [ pancredticas de los islotes de Langerhans,
atribuible a linfocitos T autoreactivos que desemboca en una hiperglu-
cemia aguda debida a la ausencia de insulina. Asimismo, la destruccion de
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las células B pancredticas conlleva una autoinmunidad generalizada que
produce lesiones renales (por acumulacidon de complejos inmunes),
neuroldgicas y oculares (ceguera debida a una retinopatia proliferativa)
(1,2).

El desarrollo de la diabetes en los ratones NOD, a semejanza de lo
que ocurre en la diabetes humana, comienza con una insulitis. En los
ratones NOD esta insulitis puede ser detectada a las 3-4 semanas de edad,
y a los 3 meses de edad, esta instaurada en practicamente todos ellos (3.4).

Aunque la mayoria de las células del infiltrado son linfocitos T
CD4" y CD8", es posible detectar también células B, macr6fagos (M@) vy
células dendriticas (DC). No se sabe exactamente porqué se produce una
masiva y especifica infiltracion de los islotes de Langerhans.

Gran parte de las células T CD4" y CD8" que se aislan clonalmente
del infiltrado no son clones T autoreactivos frente a las células B
pancredticas. Por tanto, la infiltracion de Jos islotes parece un proceso un
tanto "inespecifico" puesto que parece que la mayoria de las células T
reclutadas no son autoreactivas frente a las células f, las principales dianas
en la diabetes autoinmune. Parece tratarse mdas bien de un proceso
mediado por alguna linfocina y/o monocina secretada en el microambiente
del islote pancreatico que reclutaria inespecificamente células T CD4",
CD8’, linfocitos B y M.

El proceso de insulitis no conduce necesariamente a la destruccidn
de las c€lulas B pancreaticas. Manipulaciones experimentales en el ratén
NOD permiten evitar la diabetes clinica y aunque histoldgicamente exista
insulitis, en ningun caso hay destruccidon de las células B de los islotes de
Langenhans (5-7).

Entre los posibles mecanismos que impedirian la progresion de
insulitis a diabetes, algunos investigadores han sugerido que la presencia
de linfocitos T reguladores inhibirian la actividad de los linfocitos T
autoreactivos contra las células  pancredticas (este punto se discutird mas
adelante). Como se ha mencionado anteriormente, el infiltrado esta
compuesto principalmente por células T, B y M&. Una de las carac-
teristicas de la diabetes es también una produccion generalizada de
anticuerpos frente a autoantigenos tales como insulina, glutdmico-
descarboxilasa (GAD), carboxipeptidasa H (CPH), proteinas de choque
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térmico (hsp), periferina, asi como anticuerpos contra glicolipidos que
incluyen ciertos gangliésidos presentes en la células p pancredticas. Sin
embargo, aunque el papel de la inmunidad humoral en la diabetes es
relevante y participa, colateralmente, en importantes daiios tisulares, se ha
demostrado claramente que la diabetes es un proceso estrictamente
dependiente de linfocitos T en el que los linfocitos B no son necesarios.
Los datos experimentales que lo apoyan son: (a) los ratones atimicos
(NOD-nwnu o timectomizados) no desarrollan diabetes (7-9), (b) el
tratamiento con anticuerpos contra las células T previenen la diabetes
{10,11) y (c) lo que es mas importante, la diabetes puede ser transferida
por células T a ratones NOD.SCID (animales que en condiciones naturales
no desarrollan diabetes y que carecen de células B y células T) (12).

2. ORIGEN DE LOS RATONES NOD

Los ratones NOD fueron obtenidos "accidentalmente" durante la
seleccion de una cepa de ratones ICR con una alta incidencia de cataratas.
Durante el proceso de seleccién se obtuvieron tres cepas de ratones: los
CTS (Catarata Shionogi), los NON (no obesos, no diabéticos), que tienen
una ligera hiperglucemia y los ratones NOD que eran normoglucémicos
{13,14). Por sucesivos cruzes de ratones NOD, en la quinta generacidn se
obtuvo una cepa de ratén NOD que desarrollaba espontaneamente diabetes.

La incidencia de diabetes en estos ratones es aproximadamente del
70-80% en las hembras y el 30-40% en los machos (15). Esta diferencia
en la incidencia de diabetes entre machos y hembras ha sido atribuida a
la diferente regulacion del metabolismo de la glucosa ejercida por
androgenos y progestagenos (16). A partir de los primeros ratones NOD
procedentes de los laboratorios Shionogi en Japdn, se han establecido
diferentes colonias de NOD en diferentes laboratorios del mundo.
Curiosamente, dependiendo de la colonia, la incidencia de la diabetes es
variable, e incluso dentro de la misma colonia se producen frecuentes
fluctuaciones. Las variaciones en la incidencia espontinea de la diabetes
en los ratones NOD, probablemente se debe a factores medioambientales
(dieta, infecciones virales y temperatura) que inciden en la expresion
fenotipica de determinados genes asociados con el desarrollo de diabetes
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(17,18). Baste mencionar como muestra de la complejidad del proceso,
que hasta la fecha se han descrito al menos quince regiones genéticas
implicadas en la diabetes (19). Sin embargo, la mayoria de los ratones
NOD presentan una profunda insulitis a las 12-14 semanas de edad,
independientemente de que posteriormente desarrollen 0 no un cuadro
clinico de diabetes (20).

Como se ha mencionado, la insulitis no conduce necesariamente
al desarrollo de hiperglucemia. Se ha sugerido que en esta enfermedad
poligénica, la insulitis estaria determinada por una serie de genes que
actuarian independientemente de los factores genéticos de susceptibilidad
a diabetes, siendo en el raton NOD donde se conjugan y complementan
todos a la vez para expresar la clinica y la patologia de la diabetes (21,22).
A favor de esta hipdtesis estan los datos de los hibridos F1 de NOD con
otras cepas de raton (C3H, Balb/c, NON, C57BL/6): En general y salvo
algunas excepciones encontradas en la literatura, el heterocigoto F1 NOD
no desarrolla diabetes, y solo alrededor del 3-12% de los FF2, dependiendo
de la cepa de ratén, la desarrollan (23-25). Sin embargo, si bien la
diabetes no se presenta en los heterocigotos, no sucede lo mismo con la
insulitis; es decir, los ratones F1 no diabéticos presentan insulitis (26).

3. CELULAS IMPLICADAS

Los ratones NOD.SCID, que carecen de células T y de células B,
no desarrollan diabetes. Sin embargo, si se les transfieren células T CD4"
especificas frente a antigenos de las células B pancreaticas, si la padecen.
Parece evidente que las células B no son necesarias para desencadenar la
diabetes autoinmune aunque, como consecuencia del dafio tisular, en
condiciones normales se genera una respuesta B humoral, con produccion
de autoanticuerpos.

3.1. Células 8 pancreaiticas
Se ha descrito que las células p pancredticas expresan moléculas

del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase IT (MHC-II)
y por tanto actuarian como células presentadoras de antigeno (APC). Si
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bien es cierto que in vitro, debido a determinados estimulos tales como
IFN-v, es posible hacer que las células f§ pancreaticas expresen moléculas
MHC-II, se ha demostrado recientemente que las células B pancreaticas de
los islotes de Langerhans tefiidas in siti, no expresan moléculas MHC-II,
incluso ni en aquellos ratones que ya han desarrollado diabetes (27,28).
Por consiguiente, las células B pancreaticas en el curso de la diabetes, no
actuan como APC, sino como fuente de antigeno y como células dianas.
Hay, aproximadamente, unas 4 a 5 APC por islote, tanto en los ratones
NOD como en los NOD. SCID. Las APC estan interdigitadas entre las
células §§ y poseen un fenotipo caracteristico de M@ y/o de DC: MHC-IT",
F4/80%, CD45*, B7.1*, B7.2" (Figura 1).

Los resultados obtenidos en el raton NOD.SCID permiten concluir
que las APC de los islotes pancredticos procesan y presentan el antigeno
diabetogénico independientemente de la presencia de linfocitos T.

Figura 1. Nimero de células [A®" positivas en los islotes pancreéticos.

Mediante inmunofluorescencia se detectan las APC de los islotes tefiidas con el anticuerpo
10.3.62 que reconoce moléculas IA¥. Las células B pancreéticas no expresan moléculas IA¥,
La tincidn positiva se restringe a células de pequefio tamaiio y de forma irregular, redonda
u ovoidea. La mayor parte de ellas presentan prelongaciones dendriticas (panel izquierdo).
Esas mismas células resultan también teflidas con anticuerpos contra los antigenos F4/80
(panel derecho), B7.1, B7.2 y CD45 {no mostrados).
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3.2. Células presentadoras de antigeno

Se ha propuesto que determinados defectos genéticos en las APC
podrian ser los responsables del proceso diabético debido a una deficiente
presentacién del antigeno lo que, a su vez, favoreceria la persistencia de
las células T autoreactivas. La primera evidencia de que dichas APC
podrian tener alglin defecto se observé en los M de los ratones NOD.
Tras estimularlos con lipopolisacarido (LPS), la secrecién de 1L-1 fue
anormalmente baja (29). Debido a que la capacidad de los M& para
producir IL-1pB no se adquiere hasta estadios tardios de su diferenciacion,
se sugirid que las APC de los ratones diabéticos podrian no estar
completamente diferenciadas (30). Un analisis posterior indicd que el
defecto residia en los precursores hematopoyéticos de dichos ratones, los
cuales presentaban una menor sensibilidad a estimulos tales como el factor
hematopoyético de crecimiento o factor estimulador de colonias (CSF-1).
Esto se traducia en una incapacidad para generar un niumero adecuado de
M fenotipicamente maduros (31). Ademas de esta disfuncién cuan-
titativa, los M@ presentaban una anomalia cualitativa consistente en que
a pesar de ser activados con IFN-y, el ntimero de moléculas MHC-I
permanecia significativamente disminuido. Por otra parte, la incapacidad
para responder al CSF-1 y al IFN-y, se correlacionaba con la imposibilidad
para aumentar el numero de receptores para ambas citocinas. Sin embargo,
el nimero de transcritos para dichos receptores tras estimulacion simul-
tanea con CSF-1 e IFN-y era normal; aunque las actividades de la protein-
cinasa C (PKC) acoplada a dichos receptores estaban disminuidas de forma
generalizada (32). Estos hallazgos llevaron a formular la hipétesis de que
los defectos, tanto en el desarrollo como en la funcion de los M, harian
que posiblemente dichas APC procesaran y presentaran antigenos de forma
ineficaz; puesto que alin cuando les fuera posible estimular respuestas T
protiferativas en la periferia, serfan incapaces de inducir tolerancia (31).

No obstante, a pesar de las numerosas deficiencias descritas en los
M del ratén NOD, no ha sido posible demostrar experimentalmente que
las APC de estos animales sean deficientes en ¢l procesamiento y en la
presentacidn del antigeno (33).
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;Son necesarios el dafio tisular y la destruccion de las células p
pancreaticas y la liberacién del antigeno, para desencadenar el proceso
diabético?. En una serie de experimentos utilizando islotes pancreéticos de
ratones NOD.SCID se ha demostrado que: (a) se produce una transferencia
de antigeno desde la célula B a la APC, posiblemente a través del proceso
de degranulacién de la célula B pancreatica y (b) las APC de los islotes
pancreaticos de los ratones NOD.SCID, que carecen de células B y células
T, poseen el antigeno asociado con las moléculas MHC-IL. Esto significa
que no es necesario un contacto previo con la célula T y que no es
necesaria la destruccion previa de la célula B pancreatica (12).

Ademas, las APC esplénicas de los ratones diabéticos no es-
timularon a clones CD4" diabetogénicos. Sin embargo, el tratamiento de
los ratones con estreptozotocina (un farmaco que produce la destruccion
de las celulas B pancreaticas) permite la liberacion de antigenos y el
procesamiento y presentacion de los mismos por APC esplénicas. Estos
resultados demuestran claramente que las etapas iniciales del proceso
diabético se circunscriben al microambiente del islote pancreatico y a las
APC del mismo que presentan el antigeno.

3.3. Células T

La diabetes es un proceso T dependiente. Se ha producido una gran
controversia sobre qué células T son las células efectoras, si lo son los
linfocitos CD4" o si, por el contrario, lo son los linfocitos CD8".

Ademas, parece que tanto las moléculas MHC-I como las MHC-1I
del haplotipo H-2¥ contribuyen a la susceptibilidad de la IDDM humana
y murina. Esto sugiere que la destruccién autoinmune de las células B
pancreéticas estd mediada por una combinacion de celulas T CD4" y
células CD8" (3,13,34).

Ciertos estudios indican que para realizar una éptima transferencia
experimental de la diabetes, ambos tipos celulares T CD4" y CD8" han
de ser inyectados simultaneamente. Cuando se analizaron las interacciones
entre dichas células T CD4" y las CD8" con los islotes pancreaticos de
ratones NOD, se observo que los clones T CD8" reconocian un antigeno
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restringido por moléculas MHC-I en sus células dianas, pero que se
necesitaba el efecto coestimulador de las APC (33).

Para que las células CD4" fueran capaces de reconocer ¢l antigeno
restringido por moléculas MHC-1I, el antigeno debia ser transferido desde
los islotes pancreaticos a las APC; é€stas, en ultima instancia, son las que
realizan la presentacion antigénica. Estos resultados indican que el
antigeno reconocido por ambos grupos de células T debe ser diferente.

Otros investigadores observaron que cuando se utilizaban una serie
de clones T autorreactivos frente a células B pancreiticas aislados de
lesiones de insulitis de ratones NOD adultos, se necesitaba cotransferir
ambos grupos de células T (los linfocitos T CD4" y los CD8") para
acelerar el desarrollo de la IDDM en los animales receptores recien
nacidos (3, 35). Por el contario, otros han propuesto que las APC de los
ratones NOD procesan y presentan los antigenos solubles en el contexto
de su moléculas MHC-II especiales (las moléculas IA¥") a linfocitos T
CD4", los cuales median la destruccién de las células [ de forma andloga
a lo que ocurre en una respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado
(36). Esta hipotesis se fundamenta en que clones T CD4" aislados de los
bazos de los ratones NOD diabéticos son suficientes para transferir la
IDDM y mediar el rechazo de injertos de islotes (37,38). Esta hipétesis
estd sustentada también por el hecho de que la diabetes se desarrolla con
mayor frecuencia en los ratones NOD transgénicos, en los que mas del
95% de las células T expresan el reordenamiento de genes del TCRa y B
para uno de estos clones T autorreactivos CD4" (39).

Sin embargo, cuando se han utilizado ratones en los que el gen de
la b, microglobulina ha sido mutado, parece que las células efectoras son
los linfocitos CD8". Estos ratones no desarrollan espontaneamente diabetes
y no es posible transferirla con linfocitos CD4" (40).

Finalmente, para conciliar las diferentes observaciones, se ha
pretendido que el desarrglio de la diabetes estaria en funcion del dese-
quilibrio entre las poblaciones de linfocitos CD4*, TH1 y TH2.

Numerosas evidencias experimentales indican que los linfocitos
THI1 producirian IL-2, IFN-y y TNF e intervendrian en los procesos de
hipersensibilidad de tipo retardada, favoreciendo una respuesta mediada
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por anticuerpos 1gG,,. Por el contrario, los lifocitos TH2 segregarian IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 y facilitarian una respuesta mediada por
anticuerpos IgG, e IgE. Los factores que modulan el desarrollo de las
poblaciones TH1 y TH2 serian las linfocinas del medio. Asi, el IFN-y
inhibiria el desarrollo y funcién de los linfocitos TH2, mientras que la IL-
4, 1L-10 e IL-13 inhibirian el desarrolio de la respuesta TH1. Por otra
parte, el IFN-y y 1a IL-12 favorecerian el desarrollo de una respuesta THI.
Por tanto, la regulacién de las respuesta TH1 y TH2 estaria ejercida por
el propio balance THI1/ TH2.

En la diabetes, la respuesta que se encuentra es basicamente del
tipo TH1 (41). En un estudio reciente en el que se analizé la
respuesta T y B frente a la GAD (un antigeno supuestamente clave en el
proceso diabético) se encontrd una respuesta tipicamente TH1 con una alta
produccion de IFN-y. Aunque el mecanismo de protecciéon no se com-
prende completamente, de hecho la diabetes puede ser prevenida mediante
la administracién de anticuerpos anti-IFN-y (42). La importancia de estos
argumentos se ha reforzado con el hallazgo de clones T capaces de
acelerar el desarrollo de la diabetes en ratones NOD recien nacidos. El
analisis de la produccién de citocinas de dichas células T, tras coin-
cubacion con islotes pancreiticos y APC, reveld una produccidn tipica de
una respuesta TH1 (43).

Otro tipo de estudios han demostrado que la administracion de IL-4
evita el desarrollo de diabetes en las hembras de ratones NOD. Lo que
indicaria, por el contrario, una respuesta TH2 (44). Ademas los ratones
NOD transgénicos que llevan un alelo de IA¥ mutado en las posiciones
56 y 57, quedan protegidos frente al desarollo de diabetes. Cuando se
analizaron las citocinas producidas por las células T de estos ratones, se
observd que eran incapaces de producir IFN-y y, ademas, los autoanticuer-
pos frente a glutimico-descarboxilasa eran de los isotipos 1gG, e IgE, lo
que concuerda mas con una respuesta TH2 que con una respuesta TH1
(45). Por lo tanto y a pesar de todos estos estudios, la participacién de una
respuesta Thi, Th2 o ambas en el proceso diabético, permanece atn sin
ser explicada satisfactoriamente.
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4. ANTIGENOS

El antigeno que dispara el proceso diabético es desconocido. Se
sabe que el antigeno esta en el granulo de la célula §§ pancreética, puesto
que granulos aislados son capaces de desencadenar respuesta de clones T
diabetogénicos (33). Antigenos hipotéticamente responsables, como se ha
mencionado, serian la insulina, la hsp-65, la GAD, la CPH, la periferina
y, en algunos casos, otros de origen desconocido.

Como una primera aproximacion para identificar aquellos antigenos
de las células P reconocidos por las células T autoreactivas frente a los
islotes pancreaticos, se considerd importante analizar -tanto en ratones
NOD, como en los pacientes con diabetes tipo I- los antigenos dianas
frente a los que reaccionaban los autoanticuerpos encontrados en los
ratones NOD y en los enfermos diabéticos. 1.a mayoria de los anticuerpos
se dirigen frente a ciertos productos de las células B tales como la
insulina, la CPH, la ICA69, la ICA512 y la GAD (47-50). Ademas la
mayoria de estos autoanticuerpos presentan isotipos que corresponderian
a una respuesta T cooperadora. Asi, dichos antigenos constituyen un punto
de partida para identificar aquellos frente a los que las células T autorreac-
tivas reaccionan,

Se han detectado células T especificas para la insulina, las cudles
podrian ser las responsables, al menos en parte, de la destruccion de las
células B pancredticas y por lo tanto de iniciar el proceso diabético. La
mayoria de los clones T especificos para insulina reaccionan frente al
péptido 9-23 de la cadena B de la insulina (51). Sin embargo, otros
estudios realizados en ratones NOD, sefialaron la imposibilidad de
encontrar clones T especificos que reaccionaran con la insulina. Esto
indica que tampoco estd claro el que la insulina sea el antigeno principal
en el establecimiento de la diabetes (52).

Otra proteina, la GAD, ha sido recientemente descrita como el
antigeno primario frente al que reaccionan los clones T autoreactivos en
los ratones NOD, ya que los esplenocitos aislados de dichos ratones
responden significativamente frente a la GAD recombinante, y mas
especificamente frente a la isoforma GAD6S5, mucho antes de que sea
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posible detectar una respuesta frente a otros antigenos. Ademas, al hacer
a ratones NOD recien nacidos, tolerantes a la GAD, se confiere proteccién
frente al desarroilo de la diabetes (53). Sin embargo, este antigeno
tampoco ha escapado a las criticas, puesto que estudios realizados por
otros investigadores indican que pese a encontrarse en los ratones NOD
células T reactivas frente a insulina, no se pudo detectar ningin tipo de
respuesta T frente a los epitopos dominantes de la GAD (51). Finalmente,
tampoco se ha demostrado que las células T especificas para los
susodichos péptidos de la GAD, tengan capacidad de transferir la
diabetes.

Algunos investigadores, han obtenido clones T CD4" que son
capaces de transferir diabetes cuando se inoculan en ratones NOD.SCID.
Estos clones T, sin embargo, no reconocen ningtin péptido de la GAD®6S,
de la CPH o de la periferina (33,39).

Se sabe que el posible antigeno se encuentra en las células [
pancredaticas y por experimentos de subfraccionamiento, ha sido localizado
en el granulo de secreccidén que contiene un 95% de insulina. Sin
embargo, ni la insulina como proteina, ni utilizando péptidos solapantes
de insulina son capaces de estimular clones CD4+ diabetogénicos.
Sorprendentemente, la actividad antigénica que reside en el granulo no
esta limitada a las células B pancreaticas del raton NOD; es decir, granulos
aislados de ratones con otros haplotipos, son capaces de estimular los
clones T CD4", pero con restriccion especifica en el contexto de las
moléculas IA¥’. Mas aun, granulos obtenidos de otras especies (ratas, por
ejemplo) y los obtenidos de lineas tumorales de células B (insulinomas)
también funcionan adecuadamente como antigenos. Sin embargo, la
utilizacion de estas lineas celulares es muy limitada, puesto que en cultivo
pierden rapidamente la capacidad de sintetizar el granulo, y desafor-
tunadamente no expresan moléculas MHC-II, que serian la fuente ideal
para purificar el péptido que estimulara a los clones T CD4" diabetogéni-
cos. Hasta ahora, todos los intentos realizados para purificar el antigeno
a partir del granulo han sido fallidos. Por tanto, por alguna razén
desconocida, la actividad antigénica que estimula los clones T CD4",
desaparece en el proceso de solubilizacidon del granulo y purificacién de
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las proteinas. Similares resultados han sido obtenidos en otros laboratorios
que también poseen clones T CD4" diabetogénicos que no reconocen
GAD, CPH, periferina o insulina.

Otra estrategia que se ha llevado a cabo para intentar identificar
aquellos antigenos frente a {os que reaccionan las células T autoreactivas
en la diabetes tipo 1, ha sido analizar aquellos péptidos que pudieran ser
eluidos de moléculas IA® de ratones NOD, asi como de las moléculas
MHC-I, K¢ De las moléculas K9, solo se detectaron tres péptidos: JAK1
(355-363), colageno tipo I (4-12) y otro péptido de una proteina no
identificada. De las moléculas IA¥ se aislaron siete péptidos: HSA (560-
574), transferrina (55-68), hnRNP (31-43), hnRNP (51-63), hnRNP (44-
59), hnRNP (7-21) y B-globina (33-45) (54).

Igualmente, se analizé la capacidad de competicion de estos
péptidos en un ensayo de células T especificas para el péptido Ea(52-68).
Sorprendentemente, tan s6lo 5 de los 7 péptidos y a altas concentraciones,
fueron capaces de competir, indicando que posiblemente alguno de los
péptidos aislados era un artefacto del proceso de aislamiento. Aunque se
tratd de definir una posible secuencia motivo, el analisis obtenido de los
péptidos eluidos no permitié definir ninguna secuencia motivo. Tampoco
se ha demostrado que ninguno de estos péptidos intervenga en el proceso
diabético.

En la experiencia de uno de nosotros (E.C.M.), realizando
experimentos de unién de estos péptidos con moléculas IA¥ purificadas
o con linfomas B transfectados con las moléculas IA¥, no se ha en-
contrado que ninguno de estos péptidos tenga una gran capacidad de
unién. Posiblemente por esta razdén, en los experimentos anteriormente
mencionados, s¢ necesitasen concentraciones de péptido cercanas a 1
mg/ml para obtener competicion. Como se mencionard més adelante, esta
propiedad de unir débilmente péptidos hace que la molécuia IA¥, en
comparacion con otras moléculas MHC-II murinas, sea extremadamente
peculiar.

La busqueda del antigeno diabetogénico es una de las tareas que
mas intensamente se estdn desarrollando. Si bien es cierto que se ha
presentado a la GAD como la responsable de la iniciacion del proceso
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diabético, y que tanto en el hombre como en el ratén, es un marcador
temprano de autoanticuerpos, paraddjicamente no se ha detectado RNA
para GAD en las células B de los islotes de Langerhans.

5. GENETICA DE LA DIABETES EN EL RATON NOD

La diabetes autoinmune desarrollada por los ratones NOD es un
proceso multifactorial y poligénico. El haplotipo del MHC del ratén NOD,
H-2¥, codifica las moléculas 1A%, K¢, D e IE".

El andlisis de los cruces con otros ratones, ha demostrado que las
moléculas 1A% representan el principal factor de susceptibilidad a padecer
diabetes. Es decir, no existe diabetes en ausencia de [A®. Existe discusion,
eso si, sobre si el alelo IA®¥ es un gen recesivo o no. Para algunos autores,
éste seria el caso (6,55), mientras que para otros el alelo IA® seria
dominante, pero con una baja penetrancia (23,56). En cualquier caso, en
lo que todos los investigadores estan de acuerdo es en la importancia de
la molécula IA¥” como factor de susceptibilidad a diabetes. El primer gen
de susceptibilidad descrito se encontrd que mapeaba en la regién de las
moléculas MHC-II. Afios mas tarde, Acha-Orbea y McDevitt demostraron
que la molécula de clase II de los ratones NOD es tinica desde el punto
de vista de su secuencia aminoacidica (57).

La molécula MHC-II es un dimero formado por una cadena o y
por una cadena f3. En los ratones NOD, la cadena a es idéntica a la de los
ratones de haplotipo H-24, es decir, a®. Sin embargo, la cadena P es unica
en secuencia aminoacidica, no encontrindose en ningin ratén de otro
haplotipo: k, d, b, q, r, s, u (38).

La principal caracteristica que la distingue del resto de las cadenas
B descritas es la ausencia del residuo aspértico 57, presente en todos los
demas haplotipos y la presencia, en su lugar, de un residuo de serina (59).
Asimismo, la posiciéon 56, también es Unica por la presencia de una
histidina, que en el resto de los haplotipos es una prolina, excepto en los
ratones H-2'que poseen una serina (tabla 1). La ausencia de este aspartico
57 en la cadena f3 de las moléculas de MHC-II, podria pasar desapercibida
y ser atribuida a una pequeiia peculiaridad mas del raton NOD, si no fuera
porque en el hombre existe una fuerte correlacion entre la ausencia del
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aspartico en la posicién 57 y la susceptibilidad a padecer diabetes de tipo
1 (60). En el hombre se ha establecido también que la presencia de una
arginina en la posicion 52 en la cadena o de las moléculas DQ seria otro
posible factor de riesgo.

TABLA 1
Comparacion de las secuencias aminoacidicas de la cadena 3 de los
distintos haplotipos murinos.

49 64
AVTELGRPDAEYWNSQ
AVTELGRPDAEYWNSQ
AVTELGRSDAEYYNKQ
AVTELGRPDAEYWNKQ
AVTELGRPDAEYWNSQ
AVTELGRPDAEYWNSQ
AVTELGRPDPEYYNKDQ
AVTELGRPDAEYYNKQ
AVTELGRPDAEYYNKQ
nod AVTELGRHSAEYYNKQ

ol IR N o o B R L~ =N

En cualquier caso lo que si parece claro es que la presencia en
homocigosis de la arginina 52 en la cadena o junto con la ausencia de un
residuo aspartico en la posicion 57 de 1a cadena B es el mayor factor de
riesgo para desarrollar diabetes. Pero, ademas, el ratén NOD posee una
arginina en la posicion 48. Basandose en la estructura cristalografica de las
moléculas DR, se podria considerar la posicion 48 de la cadena o de la
molécula MHC-II del ratéon, homdloga a la posicion 52 de la cadena
DRahumana. No obstante, hasta que no se consiga cristalografiar las
moléculas MHC-II del raton NOD, la homologia no puede ser considerada
como definitiva. Por supuesto, otros ratones con haplotipos que expresan
o', es decir todos los ratones H-2* no desarrollan diabetes. Por tanto, lo
Ginico que se sabe con certeza es que la molecula IA# es el principal gen
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de susceptibilidad para el desarrollo de la diabetes, siendo la cadena B¢’
Unica en secuencia aminoacidica, y a la cual se le atribuyen las propieda-
des diabetogénicas de las moléculas IA¥.

Se ha postulado que la ausencia del aspartico 57 en la cadena B
impediria la formacion del puente salino observado en la estructura cris-
talografica de las moléculas HLA-DRI entre el residuo arginina 76 de la
cadena o y el residuo aspartico 57 de la cadena § (61). Esta "deficiencia”
en el NOD, por tanto, afectaria a la unién de péptidos a la molécula 1A%’
(mas adelante se discutira este punto).

Investigaciones recientes utilizando ratones transgénicos han de-
mostrado el papel protector frente al desarrollo de la diabetes mediante la
expresién de cadenas B que codifican para las posiciones prolina 56 y/o
aspartico 57 (62).

En ambos casos se obtuvo proteccion frente a la diabetes a las 12
semanas, pero paraddjicamente, todos los ratones desarrollaron insulitis.
Este mecanismo de proteccion, es decir, ausencia de hiperglucemia pero
presencia de tnsulitis, es un hecho general que ocurre en la mayoria de las
manipulaciones genéticas y no genéticas que se realizan para evitar la
diabetes.

La expresion de transgenes IE o IA? protege frente a la diabetes y
la expresion de transgenes IA* protege sélo parcialmente (63-65). Ademas,
la inoculacion con adyuvante completo de Freund (CFA) también resuita
protectora. Sin embargo, en todos los casos los ratones siguen desarrollan-
do insulitis (66). El mecanismo exacto de proteccion por los transgenes y
por CFA no se conoce con certeza. Se supone que la presencia de los
transgenes favoreceria la eliminacidn de clones T autorreactivos, pero no
hay ningin experimento que lo haya comprobado puesto que el problema
te6ricamente mas simple en la diabetes, es -en la practica- el mas
complejo y enigmatico: ;Cudl es el antigeno que dispara la patogenia
diabética?
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jAd 1A97
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Figura 2. Diferencias en el porcentaje de dimeros o estables en células de diferentes
haplotipos murinos.

Esplenocitos de ratones NOD (I-A¥) o Balb/c (I-A%) se marcaron metabdlicamente con H-
leucina durante 30 minutos, se lavaron e incubaron durante 4 horas mas. Posteriormente, las
moléculas MHC-II fueron inmunoprecipitadas y analizadas mediante SDS-PAGE (panel
superior) o mediante inmunotransferencia tipo Western (panel inferior) utilizando un
anticuerpo frente a la regidn citoplasmatica de la cadena o de las moléculas MHC-IL

B= muestras calentadas; NB= muestras no calentadas.

Los porcentajes de dimeros o estables obtenidos mediante la inmunoprecipitacién fueron
12% para I-A® y 0% para I-A¥. Los porcentajes de dimeros o8 estables obtenidos mediante
inmunotransferencia tipo Western fueron 18% para el I-A* y 0% para el [-A%".
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Aunque el mayor factor de riesgo para el desarrollo de la IDDM
de tipo I es claramente el debido a determinadas moléculas MHC-11, se
han descrito recientemente otros genes de susceptibilidad y de proteccién.
Un aspecto particularmente interesante es lo que ocurre con los ratones F1.
En general, un 95% de todos los ratones F1 obtenidos por cruces entre
ratones NOD y otras cepas murinas, no desarrollan IDDM. Esto es debido
no a que los genes de susceptibilidad a diabetes, incluidos los genes MHC-
II, sean recesivos, sino al menor grado de fijacién de los alelos de
susceptibilidad (67,68).

Mediante el uso de cepas congénicas tales como NOD.H-2" se ha
demostrado que aunque estos ratones no desarrollan ni diabetes ni insulitis,
si presentan fenémenos autoinmunes similares a los del NOD.H-2¢". Por
tanto, existen otros genes que, en mayor o0 menor medida, participarian en
el desarrollo de la insulitis (26).

TABLA 2
Cromosomas ligados a la diabetes murina tipo I 0 a insulitis.

Locusidd  Cromosoma Diabetes Insulitis alelo NOD
Idd 1 17 + + susceptible
ldd 2 9 + - susceptible
Ildd 3 3 + + susceptible
Idd 4 11 + susceptible
Idd 5 1 + + susceptible
Idd 6 6 + - susceptible
ldd 7 7 + - protector
Idd 8 14 + - protector
Idd 9 4 + ND susceptible
Idd 10 3 + + susceptible
Idd 11 4 + ND susceptible
idd 12 14 + ND susceptible
Idd 13 2 + - susceptible
Idd 14 13 + - susceptible

Los simbolos (+) y (-) indican ligamiento o no ligamiento, respectivamente, a diabetes o
insulitis.- ND, no determinado.
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Hasta la fecha se han descrito en el raton al menos 14 regiones
cromosémicas que contienen genes de resistencia y de susceptibilidad. Sin
embargo, estos datos se basan en técnicas de mapeo cromosémico y
probablemente cada uno de los alelos de resistencia y susceptibilidad
contengan mas de un gen. Algunas de estas regiones han sido descritas
tanto en el hombre como en modelos experimentales (en las ratas BB y en
los ratones NOD)(tabla 2).

Uno de nosotros (E.C.M.) ha demostrado recientemente que las
moléculas 1A¥, cuando son comparadas con las moléculas MHC-II de
otros haplotipos, posee unas caracteristicas unicas (27). Una de las
propiedades caracteristicas de las moléculas MHC-II es su capacidad para
unir péptidos procesados. Esta union puede ser medida mediante pardme-
tros fisico-quimicos. Algunos péptidos son capaces de unirse y estabilizar
la molécula, mientras que otros péptidos son incapaces de hacerlo.
Conviene recordar que la molécula MHC-II, cuando carece de un péptido
unido, migra, en condiciones de SDS-PAGE, como un monémero, o y f.
Los péptidos capaces de estabilizarla, hacen que la molécula migre en los
geles como un dimero of}, mientras que aquellos péptidos que no la
estabilizan hacen que el dimero se disocie en monémeros o, p (69).

Utilizando esta técnica se han comparado los comportamientos de
moléculas MHC-II de diferentes haplotipos murinos. En ia tabla 3 se
muestra el porcentaje de dimeros estables encontrados en los diferentes
haplotipos murinos. Como puede observarse, las moléculas MHC-II del
raton NOD, 1A#’, apenas poseen dimeros estables en las condiciones de
SDS-PAGE. Un aspecto interesante fue comparar cuidadosamente los
haplotipos d y g7, ya que poseen una cadena o similar, diferenciandose
en la cadena B, B* y B¥ respectivamente. En la figura 2 se muestra un ex-
perimento de pulso y caza, inmunoprecipitando las moléculas MHC-II.
Con esta técnica se detectan las moléculas de clase I sintetizadas de novo.
Se realiz6 ademds una inmunotransferencia tipo Western utilizando un
anticuerpo que reconoce la cadena of. Se valoré, asi, el "pool” total de
moléculas MHC-II. Estos experimentos demuestran que las moleculas IA#,
unen péptidos principalmente de manera inestable. Se obtuvo una es-
timacién de como las moléculas MHC-II unen los péptidos provenientes

348



PRESENTACION ANTIGENICA EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES AUTOINMUNE

de proteinas autélogas y, a continuacidn, se estudiaron las propiedades de
unién de péptidos a la moléculas IA¥ purificadas. Para ello se utilizaron
péptidos autdlogos, péptidos de proteinas inmunogénicas en el ratén NOD
y péptidos que han sido relacionados con la diatesis diabética autoinmune
(tabla 4).

TABLA 3
Porcentaje de moléculas estables en condiciones de SDS-PAGE en
diferentes haplotipos murinos.

Haplotipo H-2* H-2¢ H2" BH2¢Y H2* H2* H2?
% MHCII es- 70 12 88 1 40 89 94
table®

*Esplenocitos procedentes de ratones del haplotipo indicado, se marcaron durante 30 min con
YH-leucina y 4 horas mas tarde las moléculas MHC-II fueron inmunoprecipitadas y analizadas
mediante SDS-PAGE.

El resultado mas inesperado fue que en todos los casos la molécula
IA®" une péptidos muy débilmente y que, ademas, lo hace de manera
inestable. Pero, ;cudl es el significado fisiolégico de la unidn esta-
ble/inestable de los péptidos a las moléculas MHC-11?. Recientemente en
el laboratorio de E. Unanue se ha demostrado que aquellos péptidos que
se unen establemente poseen una vida media mas larga en la superficie de
las APC, mientras que aquellos que se unen inestablemente permanecen
en la superficie de la APC durante un periodo de tiempo muy limitado
(potencia inmunolodgica) (70). En la tabla 5 se muestra la vida media de
los péptidos autdlogos de los haplotipos murinos H-2°, H-2% y H-2¥%.
Como se puede observar, la molécula IA¥ posee una vida media muy
corta. También se ha comprobado -en experimentos con ratones
(NODxB6)F1 y/o (NODxBALB/c)FI- que estas propiedades de la
molécula IA®¥ son intrinsecas, y no se deben a ningin defecto en el
procesamiento y la presentacion de antigenos por las APC. Ademas, el
"background” genético del NOD no afecta ni a la expresién de la otra
molécula de clase I en dichos ratones F1, IA® y/o IA? en cada caso, ni a
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la capacidad de unién de péptidos a estas dos moléculas MHC-II.

Se ha podido descartar que la inestabilidad de las moléculas JA®
se pueda corregir por complementacion con otros alelos procedentes de los
haplotipos k, d 0 b. Por supuesto, tampoco ningian alelo del raton NOD
interfiere con la estabilidad de! IA®, IA* 6 IA®. Algunos investigadores
postulan que el ratén NOD presenta un defecto en los transportadores de
péptidos, TAP-1 y TAP-II, en la presentacion de antigenos restringida por
moléculas MHC-1. Sin embargo, esta hipdtesis esta basada en un estudio
de los fragmentos de restriccion de estos transportadores que, desde luego,
no tiene ningun significado funcional. De hecho, nadie ha demostrado
ningun defecto en el procesamiento y presentacion de antigeno restringidos
por moléculas MHC-I en el ratén NOD y tampoco existe ningun resultado
convincente sobre el posible papel de estos transportadores en el procesa-
miento y presentacion restringidos por moléculas MHC-II (71).

TABLA 4
Unién de diferentes péptidos a las moléculas I4%".

Péptidos® Respuesta de células T®

HEL (11-25) 3 uM

CPH (362-382) 1 pM

CPH (440-464) 0.3 uM

GAD (524-543) 7 uM

HSP (437-460) 1 uM

OVA (323-339) 0.03-0.3 uM
transferrina (55-68) 23 uM

MSA (560-574) 46 uM

*HEL, lisozima de clara de huevo; CPH, carboxipeptidasa H; GAD, glutdmico-descarboxilasa;
HSP, proteina de choque térmico; OV A, albimina de clara de hueve; MSA, albimina sérica
murina

*Concentracién de péptido necesaria para obtener el 50% de la maxima respuesta.
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Se ha descrito que los ratones en los que se ha hecho una
mutagénesis dirigida al gen de la cadena invariante, no expresan correc-
tamente moléculas MHC-II, o que el mecanismo de carga de péptidos a
las moléculas MHC-II estd impedido. Por tanto, en las condiciones de la
SDS-PAGE, estas moléculas MHC-II vacias, migrarian como mondmeros
o y B libres (72,73). Esta posibilidad fué analizada en las APC del raton
NOD, y el resultado que se obtuvo fué que ni la asociacion de la molécula
de IA# a la cadena invariante, ni la carga a las moléculas IA# de péptidos
generados durante el procesamiento del antigeno, estdn bloqueados.

TaBLA 5
Vida media de las moléculas de MHC-II en distintos haplotipos murinos.

Haplotipo H-2° H-2¢ H-
287
Vida media (horas)® 13.4 9.3 5.5

*Espienocitos de ratones con los indicados haplotipos se marcaron durante 30 minutos con
*H-leucina y a diferentes tiempos las moléculas MHC-II fueron inmunoprecipitadas.

El término vida media, se refiere al tiempo necesario para obtener una disminucién
del 50% en las moléculas MHC-II inmunoprecipitadas.

Se ha especulado también que la ausencia del aspartico 57 de la
cadena B de las moléculas IA® impediria la formacion del puente salino
“con la arginina 81 de la cadena o (de acuerdo con datos de la cristalograf-
ia de las moléculas HLA-DRI) afectando a la unién de los péptidos. Uno
de nosotros (E.C.M.) mediante mutagénesis dirigida ha modificado los
residuos His 56, Ser 57 a la secuencia consenso Pro 56, Asp 57. Esta
cadena  mutante fué transfectada en células M12C3 que expresan cadena
a. El analisis mediante métodos convencionales de esta molécula indican
que la modificacion de esos residuos no afecta ni a la inestabilidad de la
molécula, ni a la unién débil a péptidos. Desde luego podria ser que los
residuos de anclaje del péptido estuviesen en la cadena o, siendo la
cadena B la que generaria la especificidad de la respuesta T, al igual que
en el modelo IA*. Otra posible explicacion de las caracteristicas tnicas de
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la molécula IA® es que fuera precisamente el péptido diabetogénico y sélo
este, el unico capaz de unirse establemente a la molécula IA¥, Esta
posibilidad fue estudiada aislando APC de los islotes pancreaticos y tras
analizar la molécula IA¥ expresada en dichas APC, se comprobd que
también es inestable. Por tanto, no parece que el antigeno diabetogénico
tenga ninguna propiedad especial en cuanto a su union a Ja molecula TA®.

La interpretacion mas logica es que precisamente las propiedades
de la molécula IA¥ (union inestable de péptidos, unién débil de los
mismos y vida media muy corta) son las que favorecerian que los clones
T autorreactivos escaparan a la seleccién T, bien sea timica o periférica
(por ahora carecemos de datos sobre si la seleccién de clones T autorreac-
tivos en el modelo murino diabético se produce en el timo o en la
periferfa). En cualquier caso esto favoreceria un estado de tolerancia frente
a clones T autorreactivos, que por sucesivas reestimulaciones pasarian de
un estado en reposo a un estado activo, produciendose la diabetes
autoinmune. Basta recordar que la diabetes, tanto experimental como
humana, es un proceso lento y progresivo.

Finalmente, mencionar que un aspecto interesante que mereceria
ser estudiado es el papel de las moléculas DM en la carga de péptidos a
la molécula IA¥. Estas moléculas, ha sido recientemente descrita tanto en
el hombre como en el ratén.

6. CONCLUSIONES

El ratén NOD es un valioso y védlido modelo para estudiar la
diabetes autoinmune humana tipo 1. Esta enfermedad es un proceso T
dependiente. Sin embargo, no existe consenso sobre si las células efectoras
e importantes son los linfocitos T CD4 o por el contrario los linfocitos T
CD8.

La destruccién de la célula B pancredtica es un proceso todavia no
muy bien comprendido, desconociéndose cudl es la célula efectora que
dafia especificamente la célula .

En el desarrollo de la diabetes espontdnea del raton NOD
intervienen al menos 14 loci, que generan susceptibilidad y resistencia.
Algunos genes regulan el proceso de insulitis, mientras que otros regulan
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el proceso que lleva a la diabetes mellitus (hiperglucemia por destruccién
de las células f3 pancreaticas).

La naturaleza del antigeno no es conocida. Con base en la
produccién de anticuerpos y aislamiento de clones T reactivos frente a
islotes pancreaticos, se han descrito como antigenos, entre otros, la
GADG5, la CPH, la periferina y la insulina. En otros casos, los clones T
diabetogénicos aislados no reconocen ninguna de éstas proteinas y la
capacidad antigénica reside en el granulo de la célula B pancreatica.

El gen de susceptibilidad mds importante en la diabetes es la
molécula MHC-II IA¥. Esta molécula es extremadamente inestable, une
péptidos muy débilmente y posee una vida media muy corta. Estas
caracteristicas pudieran favorecer Ja no eliminacion de clones T autorreac-
tivos. Esta hipotesis, asi como la causa molecular de las propiedades
tinicas de la molécula de clase 11 IA¥, estd siendo analizada actualmente.
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