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Introduccion

1. AUTOTOLERANCIA

Una de las propiedades fundamentales del sistema inmunitario es su
capacidad para reconocer y responder frente a antigenos extrafios, pero no
frente a antigenos propios. Esta capacidad de tolerar lo propio, conocida
como autotolerancia, se consigue mediante mecanismos que neutralizan
fisica o funcionalmente las células potencialmente reactivas frente a los

antigenos propios (linfocitos T o B autorreactivos).

Los tipos de mecanismos de tolerancia que se establecen vienen
determinados por: 1) las caracteristicas estructurales del antigeno; 2) la
cantidad y la distribucion de la expresion de un autoantigeno; 3) la afinidad
con la que el receptor TCR reconoce los complejos péptido-MHC; 4) el
estado de maduracién inmunoldgica del individuo; 5) el estado de maduracién
de los linfocitos; 6) el lugar de encuentro Ag-linfocito; 7) el tipo de células

presentadoras de Ag; 8) la produccién de moléculas coestimuladoras y
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citoquinas; y 9) una situacion de peligro. (Klein and Kyewski, 2000; Miller,
2001).

1.1 MECANISMOS DE AUTOTOLERANCIA

Durante el proceso de maduracién de las células T en el timo, los
precursores expresan diversas moléculas de superficie y ordenan su ADN
gendmico para generar una gran variedad de receptores de células T (TCRs)
capaces de reconocer cualquier agente extrafio y las variaciones antigénicas
que experimentan muchos microorganismos. Ademds del reconocimiento de
agentes extrafios la produccién de diversidad también genera células T
capaces de reconocer antigenos del propio organismo. Por esta razén el

sistema inmunolégico requiere de mecanismos de induccion de tolerancia.

Estos mecanismos de induccién de tolerancia actian a nivel central
(Tolerancia Central) y periférico (Tolerancia Periférica) y afectan tanto a

los linfocitos T como B.

La tolerancia central se lleva a cabo en el timo e implica el encuentro y
unién con cierto grado de afinidad de los TCRs expresados en células T
inmaduras a complejos antigenos-MHC expresados en células epiteliales de
la regidn cortical timica. Una union de baja afinidad selecciona de manera
positiva células T que reconocen complejos MHC/péptidos propios. Por el
contrario, la union con alta afinidad selecciona de manera negativa las
células T cuyos TCRs son capaces de reconocer estos complejos. (Miller,

2001).
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Actualmente, el timo es considerado el lugar principal de induccion de
tolerancia a una gran mayoria de proteinas especificas de tejido,
sintetizadas por células epiteliales de la médula timica y/o que alcanzan la
médula a través de la sangre. Por el contrario, el establecimiento de la
tolerancia frente a antigenos que no estdn expresados o no llegan al timo se

consigue a través de mecanismos de tolerancia periféricos. (Miller, 2001).

Los principales mecanismos que mantienen la tolerancia frente a los

antigenos propios son:

0 Delecion clonal: Los linfocitos que expresan receptores de antigeno

especificos de un antigeno propio, y se encuentran con el antigeno propio
durante su desarrollo, son eliminados mediante muerte celular programada
en los dérganos linfoides primarios (las células T autorreactivas en el timo y

las células B autorreactivas en la médula ésea).

0 Anergia clonal: Se caracteriza por la incapacidad de los linfocitos de

proliferar en respuesta a un antigeno, la regulacion a la baja del receptor
antigénico y/o de los receptores de citoquinas y moléculas coestimuladoras,
y la capacidad de revertir este estado de anergia al exponerse a estimulos

adecuados.

0 Ignorancia clonal: Mecanismo mediante el cual algunos de los linfocitos

autorreactivos que se encuentran con antigenos propios no se activan ni se

vuelven tolerantes.

0 Supresion: Mecanismo/s que tiene/n lugar cuando el linfocito T o B

reactivo contra un antigeno propio, no es eliminado y presenta capacidad de
3
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responder contra él, pero nho se activa (ain cuando se encuentre con el
antigeno en condiciones adecuadas) porque es controlado por otras células T
reguladoras/supresoras o factores que de ellas derivan. Las células T
reguladoras forman parte del repertorio normal de células Ty pueden ser
generadas ftanto en el timo como en la periferia (Seddon, 2000).

Hay evidencias que indican que las células T reguladoras juegan un papel
importante en el mantenimiento de la folerancia inmune a antigenos propios
y extraios (Shevach, 2000; Zelenika y col., 2001; Chatenoud y col., 2001;).
Se han aislado varias subpoblaciones de linfocitos T a partir de érganos
linfoides periféricos en ratones y humanos que tienen la habilidad de
regular a la baja la proliferacion de células efectoras (Roncarolo y col.,
2001; Zhang y col., 2001; Levings y col., 2001). Las células T CD4°CD25" son
las células T reguladoras mds extensamente estudiadas. La eliminacién de
estas células en ratones conduce al desarrollo de enfermedades
autoinmunes sistémicas y su adicién mejora los sintomas autoinmunes
inducidos experimentalmente. (Sakaguchi y col., 1995). Otras células T
reguladoras son las células CD4'CD45RB™, CD4'DX5", CD8", [I}TCR y las
células T dobles negativas CD4°CD8" (Saoudi y col., 1996; Chatenoud y col.,
2001; Zeng y col., 2004), de manera que hay diferentes mecanismos
responsables del efecto supresor.

Los mecanismos de supresion intervienen tanto en la inhibicién de
respuestas inmunoldgicas excesivas frente a antigenos extrafios, como en la
prevencién de respuestas inmunes a antigenos propios por parte de células

autorreactivas que se han escapado de otros mecanismos de control.

0 El mecanismo efector veto: forma parte de los mecanismos de supresién.

Contribuye a la regulacion de la respuesta inmune mediante la transmision

de una sefial negativa a una célula autorreactiva por la célula que expresa el
4
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autoantigeno. El receptor de la célula autorreactiva, a menudo un linfocito T
precursor citotéxico, proporciona la especificidad del sistema. (Miller and

Lim, 1986).

0 Red Idiotipo-anti-Idiotipo: Es otro sistema de regulacion del repertorio

linfocitario, que consiste en el reconocimiento especifico por parte de los
receptores de una clona de linfocitos de las regiones variables de los
receptores de ofros linfocitos. Estas regiones de los receptores que son las
que reconocen los antigenos y que permiten diferenciar cada clona de
linfocitos, se denominan idiotipos. Las respuestas inmunes especificas para
los idiotipos son anti-idiotipicas. Si una clona se expande durante una
respuesta inmunolégica frente a un antigeno, otros linfocitos podrian
especificamente reconocer y responder contra las regiones variables de los
receptores para el antigeno en la clona estimulada. Idiotipo y anti-idiotipo
constituyen un sistema de autorregulacién al poder aumentar o inhibir la

activacion de los linfocitos con un determinado idiotipo (Jerne, 1974).

La inmunidad frente a antigenos propios forma parte de esta red dindmica
conocida como red autoinmune al poder proporcionar anticuerpos frente a

otros anticuerpos o frente a regiones V de los TCR autorreactivos.

2. AUTOINMUNIDAD

El fracaso o ruptura de los mecanismos normalmente responsables del
mantenimiento de la autotolerancia da lugar a reacciones inmunitarias

contra antigenos autdlogos. Estas reacciones se denominan reacciones
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autoinmunes, y las enfermedades que producen se Illaman enfermedades

autoinmunes.

Existe pero, un cierto grado de respuesta frente a antigenos propios
que podemos considerar no patoldgica, y que se conoce como autoinmunidad
natural. A lo largo de los afios se ha demostrado la presencia de linfocitos T
y B autorreactivos en individuos sanos, lo que refuerza el concepto de
autorreactividad natural como una propiedad inherente al sistema inmune.

(Nobrega y col., 2002).

Los criterios necesarios para considerar que se ha producido una
enfermedad autoinmune son: (a) la presencia de autoanticuerpos contra
antigenos propios; (b) la expresién clinica del fenémeno autoinmune (la
aparicién de dafio tisular causado por la respuesta autoinmune contra los
autoantigenos); (c) la presencia de infiltrados linfocitarios en los tejidos
afectados; (d) la existencia de modelos experimentales espontdneos o
inducidos que remedan a los del hombre y en los que se demuestra que el

sistema inmune juega un papel; y (e) la existencia de memoria autoinmune.

2.1 FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL DESARROLLO DE UNA
ENFERMEDAD AUTOINMUNE

En la actualidad seguimos sin conocer exactamente para ninguna de las
enfermedades autoinmunes, cual es el mecanismo etioldgico que las produce,
ni los mecanismos intimos de su desarrollo fisiopatoldgico. Sin embargo,
podemos decir que las enfermedades autoinmunes presentan una etiologia

poligénica y multifactorial.
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Los mdltiples factores que preceden a una enfermedad autoinmune y
predisponen a ella, pueden actuar simultdneamente y ser operativos en
diferentes desdordenes autoinmunes. Sus distintas combinaciones generan

un heterogéneo repertorio de enfermedades autoinmunes.

2.1.1 Factores genéticos

La participacién de factores genéticos en el desarrollo de
enfermedades autoinmunes se basa en evidencias obtenidas de estudios de
familias, estudios de gemelos y estudios de poblaciones. En efecto, desde
los primeros estudios de pacientes con enfermedades autoinmunes se
conoce que estas enfermedades aparecen con un patron familiar, y que
existe un elevado nivel de concordancia entre gemelos monozigoticos. Por
ejemplo, la concordancia para la artritis reumatoide entre gemelos
monozigdticos es del 12-15% mientras que entre dizigoticos es del 2-4%
(Jirholt y col., 2001). Los estudios de poblaciones han mostrado también la
existencia de diferencias importantes en la prevalencia de algunas
enfermedades autoinmune entre diferentes razas y etnias, por ejemplo la
artritis reumatoide o el lupus eritematoso sistémico. (Silman and Pearson,

2002).
Hasta la fecha se han conseguido implicar una serie de genes en el
desarrollo de enfermedades autoinmunes, entre los cuales cabe mencionar

los siguientes:

0 Genes del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA): La correlacién de

los genes de HLA con las enfermedades autoinmunes ha sido de las mds
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estudiadas debido al papel critico de estos genes en la maduracién de las
células T y en la induccién de respuestas inmunes en contra de antigenos
propios. La asociacion mds frecuente se encuentra entre la espondilitis
anquilosante y el HLA-B27, presente en un 96% de los pacientes. La relacién
entre la ARy el HLA es el mejor vinculo genético en dicha enfermedad y ha
sido localizado principalmente en la tercera region hipervariable de las
cadenas DR[] especialmente entre los aminodcidos 70-74. El epitopo
susceptible es el QKRAA o QRRAA. Esta secuencia se encuentra en los
genes DR asociados a la AR, que incluyen DR4, DR14 y DR1 (por ejemplo
DRB* 0401, DRB* 0404, DRB* 0101 y DRB* 1402). El epitopo susceptible
puede también influir en la severidad de la enfermedad. EI HLA-DR4
(especificamente los alelos DR-0404 y DR-0414), asi como DR1 y DR10 en
diferentes poblaciones, se encuentran con una frecuencia del 80-90% en los
pacientes con artritis reumatoide. Se ha demostrado que el grado de
asociacion entre ciertos alelos del HLA y la AR depende de la poblacién
seleccionada de pacientes con esta enfermedad. De modo, que la asociacién
con ciertos alelos del HLA-DR4 en estudios de la poblacién blanca
procedentes de EEUU o Europa Occidental, pero con otros alelos en
poblaciones japonesas o judias indican claramente que otros genes
intferaccionan con los genes HLA en la susceptibilidad a padecer AR
(Klareskog y col., 2002). Asociaciones menos significativas correlacionan el
LES con los alelos DR2 y DR3, vy, la polimiositis y el sindrome de Sjogren
primario con DR3. (Feldmann, 2001; Reveille y col., 2001; Heldt y col., 2003).

0 Genes del receptor de las células T (TCR): En algunas patologias como la

artritis reumatoide, se han hecho estudios que sugieren una asociacién
entre determinados genes del TCR con la enfermedad. En 1995 se demostro

la asociacién con el gen TCR Vb 12.2 en un estudio de 28 familias con 79
8
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afectados (McDermott y col., 1995; Jirholt y col., 2001). Otro estudio
demostrd la asociacién entre el gen TCR Va8 pero no TCR Vb en 766
pacientes con AR (Cornelis y col., 1997; Jirholt y col., 2001). Sin embargo,
en un estudio realizado en el Reino Unido donde se analizaron 184 familias
con 404 afectados de AR se descarta la incidencia de los loci TCR[] y TCR[]
como locis de susceptibilidad a padecer la enfermedad (Hall y col., 1997;
Jirholt y col., 2001). De acuerdo con este resultado negativo, los andlisis de
ligamiento realizados en animales no proporcionan evidencias de la posible

influencia de los genes del TCR. (Jirholt y col., 2001).

0 Genes implicados en la apoptosis: La apoptosis es un mecanismo de muerte

celular programada en la que se produce la ruptura de la cromatina nuclear
por una endonucleasa. Mantiene la homeostasis de los linfocitos periféricos
y minimiza la acumulacién de linfocitos autorreactivos. La ruptura de los
mecanismos de control de la apoptosis se ha relacionado con la aparicion de
linfoadenopatia, ruptura de la tolerancia periférica y desarrollo de

enfermedades autoinmunes.

La mutacion espontdnea, Ipr, en el gen responsable de la produccién de
moléculas FAS (CD25), mediadoras de apoptosis, es una mutacion de
cardcter recesivo que provoca en ratones enfermedad autoinmune sistémica
concurrente con acumulacién de células T maduras doble negativas en
periferia incapaces de regular las células T autorreactivas con defecto en la
expresion del gen FAS (Watanabe-Fukunaga y col., 1992; Watanabe y col.,
1995; Ford y col., 2002). Se ha sugerido que el desarrollo de la enfermedad
podria estar causada por la presencia de células T autorreactivas en
periferia, resultantes de una seleccion negativa incompleta en el timo o de

una delecion periférica imperfecta. (Matsumoto y col., 1991; Adachi y col.,
9
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1996; Ford y col., 2002). La mutacion gld (mutacién en el gen Fas-Ligando),
fue descrita como un sindrome linfoproliferativo de cardcter general con
presencia de autoanticuerpos en el suero de estos ratones (Roths y col.,
1984). Ambas mutaciones han sido también descritas en humanos con
idénticas consecuencias. El déficit de Fas provoca el llamado ALPS
(sindrome linfoproliferativo autoinmune humano) (Puck and Sneller, 1997) y
el déficit de Fas-Ligando se ha encontrado asociado a enfermedad
linfoproliferativa y LES (Wu y col., 1996). Estos datos sugieren que estas

mutaciones conducen a la ruptura de la tolerancia en periferia.

0 Genes del sistema del complemento: La deficiencia de diferentes

componentes de la cascada del complemento se ha asociado principalmente
al LES, por ejemplo, deficiencias en Clq, Clr, Cls, C2, C4 (C4A0 y CaBo) y
C3. También se ha asociado al LES la deficiencia de una proteina de unién a
la manosa (MBP) relacionada con el sistema del complemento (Walport and

Lachmann, 1990).

0 Genes asociados a citoquinas: Las citoquinas son componentes esenciales

de la respuesta inmune, y un desequilibrio en la produccion neta de
citoquinas juega un importante papel en la iniciacion y perpetuacion de
enfermedades autoinmunes (Kuchroo y col., 2002; Adorini, 2003). Estudios
basados en modelos animales sugieren que las citoquinas de tipo Thl
promueven el desarrollo de varias enfermedades autoinmunes, como la
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), la diabetes mellitus
dependiente de insulina (IDDM), la artritis reumatoide inducida por
coldgeno tipo II (CIA), mientras que un patrén de citoquinas tipo Th2 puede
atenuar estas enfermedades (Isomaki y col., 1999; Adorini, 2003). El

bloqueo o neutralizacion de citoquinas de tipo Thl o la induccion de una
10



Introduccion

inversion en el balance Th1>Th2 o Th1l<Th2 puede influir en el desarrollo de
esta enfermedad autoinmune. Por ejemplo, la neutralizacién endégena de IL-
12 mediante anticuerpos monoclonales contra la citoquina o mediante
antagonistas de IL-12R previene el desarrollo de IDDM, EAE. Del mismo
modo, la administracién de anti-TNF-[] en un modelo de artritis inducida por
coldgeno tipo II, incluso después del inicio de la enfermedad, reduce
significativamente la inflamacién y la destruccién del tejido (Adorini, 2003).
Mientras que, la administracién de IL-4 a ratones NOD inhibe el desarrollo

de IDDM. (Mueller y col., 1996; Adorini, 2003).

0 Genes asociados a quimioquinas: Las quimioquinas y sus siete receptores

con dominio transmembrana acoplados a la proteina G, son un tipo de
citoquinas con funcién quimiotdactica (de ahi su nombre), que tienen un papel
critico como iniciadoras y promotoras de las reacciones inflamatorias, ya
que regulan el trdfico y afluencia al sitio de la inflamacidn de varios tipos
celulares leucocitarios (eosindfilos, linfocitos T y B, monocitos y
macroéfagos, células dendriticas y neutréfilos). Estd demostrado que las
células T expresan distintos perfiles de quimioquinas después de la
polarizacién hacia una u otra subpoblacion Th y estd modulado por citoquinas
(Sallusto y col., 1998). La expresion de CCR3, CCR4 y CCR8 estd asociada
con la diferenciacién in vitro de células T tipo Th2 (Bonecchi y col., 1998),
mientras que el receptor de quimioquina CXCR3 y CCR5 estdn
preferentemente expresados sobre células Thl humanas. Y las quimioquinas
CXCR4 y CCR2 se expresan por igual en ambas subpoblaciones Thl y Th2.
(Bonecchi y col., 1998; Loetscher y col., 1998). Estas observaciones sugieren
que la expresion diferencial de estas moléculas podria ser Gtil en la
determinacion de células T que son importantes en la patogénesis de la

enfermedad. (Susan and Dunn, 2001). Un incremento en la expresién de
11
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CCR5 y CXCR3 se ha observado en la artritis reumatoide juvenil junto a un
aumento en la relacién IFN-[J/IL-4, lo que ha sugerido que el fenotipo Thl
encontrado en las articulaciones inflamadas cronicamente refleja la
especificidad del reclutamiento hacia dichas articulaciones inflamadas

(Wedderburny col., 2000; Susan and Dunn, 2001).

2.1.2 Factores ambientales

Los factores ambientales también son fundamentales para el desarrollo

de enfermedades autoinmunes y pueden ser de diferentes tipos:

0 Agentes infecciosos: Las infecciones virales y bacterianas preceden muy a

menudo a una enfermedad autoinmune. Un microorganismo infeccioso puede
contribuir a la induccién de autoinmunidad por lo menos de dos maneras. La
primera, generando una sefial especifica de antigeno mediante lo que se
conoce como mimetismo molecular (determinantes antigénicos del agente
infeccioso simulan estructuras de los tejidos del huésped de tal manera que
se inducen respuestas inmunes de reaccién cruzada contra antigenos
propios) o a través de la liberacion de cantidades excesivas de antigenos
propios del tejido del huésped durante el proceso infeccioso. La segunda,
generando sefiales no especificas de antigeno que potencian las respuestas
inmunes a través de lo que se conoce como efecto adyuvante. (Rose, 2001;

Wraith y col., 2003).

Entre las proteinas implicadas en mecanismos de mimetismo
molecular, se encuentran las proteinas del choque térmico (hsp). En un

modelo experimental de artritis reumatoide en ratas inmunizadas con
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microbacterias inactivadas por el calor y acompafiadas de adyuvante de
Freund, van Eden y colaboradores demostraron que el epitopo bacteriano
reconocido por la célula T era un nonapéptido de la hsp de 65 Kda (van Eden
y col., 1988). Se ha descrito también que hsp homélogas pueden desarrollar
papeles importantes en enfermedades tan diferentes como la artritis y la
diabetes (Elias y col., 1990), sugiriendo asi que la exposicion a las proteinas
del agente infeccioso son capaces de iniciar la respuesta inmune que
posteriormente se dirigird contra aquellas hsp homdlogas que comparten

estructuras con los microorganismos.

Por otro lado, una infeccidn viral que actde a nivel del sistema inmune,
puede destruir o inactivar poblaciones celulares involucradas en el control
de la respuesta inmune, y provocar la ruptura de la tolerancia (McChesney y

col., 1997).

0 Factores hormonales: Ya en 1979 Sakane y colaboradores demostraron en
modelos murinos experimentales la importancia de los estrégenos en el
desarrollo del LES (Sakane y col., 1979). Ademds, en la patologia humana en
casi todas las enfermedades autoinmunes las mujeres estdn mds afectadas
que los hombres. Concretamente en el caso de la cirrosis biliar primaria y la
tiroiditis de Hashimoto la relacién mujeres:hombres llega a ser de 50:1, en
otras como el sindrome de Sjogren, el lupus eritematoso sistémico y la
enfermedad de Graves la proporcion es de 9:1, mientras que en la diabetes
mellitus tipo I y en la artritis reumatoide la relacion es de 4:1 y 3:1,

respectivamente.

0 Fdrmacos: Se ha demostrado que algunos fdrmacos pueden estar

implicados entre los factores que pueden iniciar una enfermedad
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autoinmune. Asi, pacientes que tomaban determinados medicamentos como:
procainamida, hidralazina y metildopa, desarrollaban enfermedades
autoinmunes compatibles con lupus (caracteristicamente con
autoanticuerpos anti-histonas subtipo H2A-H2B); en un 20% de pacientes
tratados con halotano (anestésico muy comdn), este tratamiento se ha
asociado con una forma suave de afectacion hepdtica, que en algunos casos
puede derivar en una forma de hepatitis severa. Como posible mecanismo
patogénico, se considera que el citocromo P450 metaboliza el halotano
dando lugar a una serie de metabolitos reactivos capaces de unirse con
proteinas del higado, actuando de neoantigenos y provocando una respuesta

autoinmune (Manns and Obermayer-Straub, 1997).

2.2 MECANISMOS PATOGENICOS DE LAS ENFERMEDADES
AUTOINMUNES

La clasificacién mds frecuentemente utilizada de las enfermedades
autoinmunes se basa en el conocimiento del principal mecanismo patogénico
responsable de la lesion celular y tisular, caracteristico de este tipo de
enfermedades. Bdsicamente se pueden agrupar en tres los mecanismos

inmunopatogénicos implicados (Tabla 1):

1) Mecanismos mediados por anticuerpos dirigidos contra antigenos
de superficie.
2) Mecanismos mediados por inmunocomplejos.

3) Mecanismos mediados por células T.
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Tabla 1

Sindrome

Autoantigeno

Consecuencia

Mecanismos mediados por Acs dirigidos contra Ags de superficie

Anemia hemolitica autoinmue

Grupo Rh

Destruccién de los hematies
por el complemento y
fagocitosis, anemia.

Pdrpura Trombocitopenica
autoinmune

Integrina de plaquetas
GpIIb:IIa

Sangrado anormal

Sindrome de Goodpasture

Coldgeno tipo IV

Vasculitis, afectacién renal,
hemorragia pulmonar.

Penfigus vulgaris

Caderina epidermal

Piel ampollosa

Fiebre reumdtica aguda

Antigenos de la pared celular
steptococal, Acs cros-
reacciona contra musculo
cardiaco

Artritis, Miocarditis, vélvulas
del corazdn cicatrizan tarde.

Mecanismos mediados por inmunocomplejos

Endocarditis bacterial
subaguda

Antigeno bacteriano

glomerulonefritis

Crioglobulinemia esencial
mixta

Complejos factor reumatoide
IgG

Vasculitis sistémica

Lupus eritematoso sistémico

ADN, histonas, ribosomas,
snRNP, scRNP

Glomerulonefritis, vasculitis,
artritis

Mecanismos mediados por células

T

Diabetes mellitus insulina-
dependiente

Antigeno célula [] pancredtica

Destruccidn célula []
pancredtica

Artritis reumatoide

Antigeno en la sinovia
articular desconocido

Inflamacidn y destruccidn
articular

Encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE),
Esclerosis mdltiple

Proteina bdsica de la mielina,
Proteina proteolipida

Invasién cerebral por céls. T
CD4', pardlisis
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2.2.1 Mecanismos mediados por anticuerpos dirigidos contra antigenos

de superficie

La unién de anticuerpos especificos a antigenos celulares y tisulares
puede dafiar ese tipo de célula o tejido. Estos anticuerpos son generalmente
de la clase IgG o IgM y producen enfermedad activando in situ los mismos
mecanismos efectores que tienen lugar en las respuestas inmunitarias
normales: el complemento, la fagocitosis y el reclutamiento de células
inflamatorias. Algunos ejemplos lo constituyen la anemia hemolitica
autoinmune, la purpura trombocitopenia autoinmune, el sindrome de

Goodpasture, el penfigus vulgaris y la fiebre reumdtica aguda (ver Tabla 1).

Sin embargo, en la mayoria de las enfermedades inducidas por
autoanticuerpos, no se conocen los mecanismos responsables de la

produccién de los mismos.

2.2.2 Mecanismos mediados por inmunocomplejos

Los inmunocomplejos son compuestos de antigeno soluble vy
anticuerpo/s especifico/s, que se forman en la circulacion y se pueden
depositar en la pared de los vasos sanguineos prdcticamente en cualquier
lugar del cuerpo. Esto conduce a la activacion local de leucocitos y del

sistema del complemento, con la consiguiente lesion tisular.

Los inmunocomplejos se producen durante muchas respuestas

inmunitarias, pero tienen significado patoldgico sélo si la cantidad,
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estructura o mecanismos de aclaramiento de los mismos son tales que

originan el depdsito de grandes cantidades en los tejidos.

Los antigenos que inducen respuestas inmunitarias humorales
patogénicas pueden ser antigenos extrafios o propios, y los anticuerpos son
generalmente de la clase IgM o Ig6 porque estos isotipos activan mds

eficazmente al complemento y/o a las células inflamatorias.

Las caracteristicas anatomopatoldgicas de las enfermedades
producidas por este tipo de mecanismo inmunopatoldgico reflejan donde se
depositan los inmunocomplejos y no estdn determinadas por el origen celular
del antigeno. Por lo tanto, las enfermedades mediadas por inmunocomplejos
tienden a ser sistémicas, con poca o hinguna especificidad por un
determinado tejido u drgano. Cuando los inmunocomplejos no son aclarados
por el higado y se depositan en el rifion, pueden causar una

glomerulonefritis. (Ravetch and Clynes, 1998).

2.2.3 Mecanismos mediados por células T

Las células T que producen lesion tisular pueden ser autorreactivas o
pueden ser especificas de antigenos proteicos extrafios que estén

presentes en, o se unan a, las células o tejidos propios.

Las lesiones anatomopatoldgicas varian dependiendo de los tipos de
células T que producen estas lesiones. Las células T lesionan los tejidos por
los mismos mecanismos responsables de la inmunidad celular contra los

microorganismos:
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1.- La activacion de macréfagos por citoquinas secretadas tanto por las
células T CD4" de la subpoblacion Thl como por las células TCD8".

2.- La lisis directa por linfocitos T CD8" citotéxicos, de células diana que
expresan antigenos extrafios asociados al MHC-I.

3.- Lisis por apoptosis mediada por células T CD4" de la subpoblacién Thl.

Bdsicamente existen dos vias independientes de lisis que median la

citotoxicidad por células T:

A) Lisis mediada por la exocitosis de grdnulos que contienen
perforina: La célula efectora libera grdnulos cargados de enzimas
proteoliticas (perforinas y granzimes o fragmentinas) al medio

después de reconocer al antigeno especifico sobre la célula diana.

B) Lisis mediada por la interaccién de moléculas FAS con su ligando

FASL unido a membrana o liberado de forma soluble.
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2.3 CONTROL Y MANIPULACION DE LA RESPUESTA INMUNE

Una aproximacién terapéutica efectiva para el tratamiento de las
enfermedades inmunoldgicas se basa en la alteracién del balance entre los
niveles de citoquinas Thly Th2 producidas por las subpoblaciones de células
T CD4', Thl o células inflamatorias, y Th2 o células colaboradoras,
respectivamente. Ambos tipos celulares ejercen funciones muy diferentes.

(Druet y col., 1995; Isomakiy col., 1999; Okubo y col., 1999; Adorini, 2003).

2.3.1 Caracteristicas fenotipicas y funcionales de las células Th

Cuando células Th virgenes se activan, la principal citoquina que
producen es la IL-2. Puesto que también, durante la activacidn, las células
Th presentan en superficie el receptor para la IL-2, esta citoquina actia
como factor de crecimiento de las propias células Th que la producen. Como
resultado de esta estimulacién autocrina, las células Th recientemente
activadas proliferan para incrementar el ndmero de células especificas de
antigeno. Una vez han proliferado hasta formar un clon, este puede ser
reestimulado por una APC, y empezar a secretar otras citoquinas como por
ejemplo, IFN-[] IL-4, IL-5, IL-10 y TNF-[]. (Swain, 1999). Generalmente, un
dnico clon de células Th no secreta todas estas citoquinas diferentes. En
realidad, los clones de células Th tienden a secretar subgrupos de todas las
citoquinas posibles. Existen al menos tres tipos de células Th CD4"
definidas por el patrén de citoquinas que producen y su asociacion con uno u

otro tipo de respuesta inmune celular y humoral: las células Thl, Th2 y ThO.

(Isomakiy col., 1999; Mulleny col., 2001).
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Las células Thl producen principalmente IL-2, TNF-[] e IFN-[] La IL-2,
como se menciona anteriormente, es un factor de crecimiento que estimula
células CTLs y NK a proliferar. El TNF-[] activa células NK ademds de
mdcrofagos. El IFN-[Jes una citoquina que activa macréfagos, y da sefial a
las células B, durante el cambio de clases de Igs, para que produzcan
anticuerpos Ig62a e IgG3 que son buenos opsonizadores viricos y
bacterianos y fijadores de complemento.

Por estas razones, es posible referirse a las células Thl como células
responsables de la respuesta inmune mediada por células, porque liberan
citoquinas que instruyen al sistema innato y adaptativo a producir células y
anticuerpos que son efectivos en este tipo de respuesta. (Mosmann and

Coffman, 1989; Romagnani, 1995; Isomaki y col., 1999).

Las células Th2, secretoras de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, median
el crecimiento, la diferenciacién y la activacion de mastocitos y eosinéfilos,
promueven la produccién de anticuerpos no-citotéxicos, dirigen el cambio de
Igs hacia los subtipos IgE, IgGl1 e IgA, e inhiben la activacién de los
macrofagos. Por lo tanto, es apropiado referirse a las células Th2 como
células responsables de la respuesta inmune de tipo humoral. (Mosmann and
Coffman, 1989; Romagnani, 1995; Isomaki y col., 1999; Aarvak y col., 2000).
La IL-13 también puede ser producida por poblaciones de linfocitos Thi, ya
que se han detectado niveles altos de esta citoquina en el suero de
pacientes con esclerosis sistémica (enfermedad Thl-dependiente).

(Hasegawa y col., 1997; de Vries, 1998; Oriente y col., 2000).

En ausencia de sefiales claras que determinen una u otra subpoblacién

de células, la subpoblacion de células Th CD4" con un perfil de citoquinas
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menos restringido que el de las células Thly Th2, las células ThO, media
efectos intermedios que dependen de la proporcion de citoquinas
producidas y de la naturaleza de las células respondedoras. (Mosmann and
Coffman, 1989; Romagnani, 1994). Las células ThO probablemente
representan una poblacion heterogénea de células efectoras. El patrén de
citoquinas de una célula ThO puede permanecer no-definido o diferenciarse
en Thl o Th2 bajo la influencia de fuertes sefiales microambientales o

debido a un background genético particular. (Seder and Paul, 1994).

2.3.2 Naturaleza de las sefiales de polarizacion hacia Thl Y Th2

Estas dos subpoblaciones de células Th CD4" no derivan de diferentes
células T precursoras, sino que se ha demostrado que el desarrollo de un
tipo u ofro de célula refleja dos vias de diferenciacion a partir de una tnica
célula T pluripotente durante el periodo de activacién. (Swain y col., 1990;

Kamogawa y col., 1993; O'Garra and Murphy, 1994).

Ambos tipos de factores, genético y ambiental, estan implicados en la
diferenciacién de células Th €D4" hacia un fenotipo Thl o Th2, aunque los
mecanismos genéticos que controlan el tipo de diferenciacién celular Th
permanecen aln por esclarecer. Los factores ambientales estdn mejor

definidos. (Murray y col., 1992; Hsieh y col., 1995).

Entre los factores ambientales a considerar cabe mencionar: 1) el
tipo de APC: los macréfagos y las DC favorecen la diferenciacién hacia Thl
y las células B hacia Th2; 2) las moléculas coestimuladoras presentes en

APC: B7.1 promueve ambas respuestas Thl y Th2, mientras que B7.2
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favorece preferentemente la respuesta Th2 (Constant and Bottomly, 1997)
y CD40OL favorece las respuestas Thl; 3) la forma fisica del inmunégeno; 4)
la dosis de antigeno: dosis bajas y medias de antigeno activan la respuesta
Th1 en un modelo murino transgénico para el TCR mientras que dosis altas
de antigeno o extremadamente bajas favorecen la desaparicion de células
productoras de IFN-[Jy el desarrollo de células productoras de IL-4 en
dicho modelo (Hosken y col., 1995); 5) la afinidad del antigeno al MHC, 6) el
tipo de adyuvante. Como ejemplos, el adyuvante de Freund completo
normalmente promueve el desarrollo de células Thl, mientras que la toxina
de Bordetella pertussis y el aluminio promueven principalmente respuestas
Th2; 7) las citoquinas liberadas por células APC y/u otro tipo celular en el
momento que tiene lugar la presentacién de antigeno, es el ejemplo mds
claro de factores que afectan las vias de diferenciacién de células Th. Esta
generalmente aceptado que la presencia temprana de IL-12 o IL-4 es critico
en el desarrollo de Th virgenes hacia los fenotipos Thl y Th2,
respectivamente (Seder and Paul, 1994). Se ha demostrado que la
diferenciacién hacia Thl dirigida por IL-12 puede ser tanto dependiente
como independiente de IFN-[]. No obstante, otras citoquinas como TNF-[] y
TGF-[] pueden también contribuir al desarrollo de células Thl (Wenner y
col., 1996; O'Garra and Murphy, 1994).

Datos recientes sugieren que el proceso implicado en la decisién de uno u
otro linaje celular empieza con la rdpida activacion de los genes para IFN-[]
e IL-4. Entre 1-2h después de una estimulacién antigénica y coestimulacion
de células Th, se detectan concentraciones elevadas de los ARN mensajeros
para IFN-[Je IL-4 (Grogany col., 2001). La activacién inicial del gen para
IL-4 parece depender de la expresion del factor de transcripcion GATA-3,
mientras que la activacion inicial del gen para IFN-[] depende de la

expresion de T-bet (Glimcher and Murphy, 2000). Seguido de estas
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activaciones iniciales, la polarizacién hacia los fenotipos Thly Th2 requiere,
ademds de la estimulacién y coestimulacidn antigénica, sefializacién a través
de los receptores de IL-12 e IL-4, respectivamente. La sefializacion via IL-
12 conduce a una activacién de STAT4 que favorece la expresion de IFN-[]
pero no la de IL-4, mientras que la sefalizacién via IL-4 conduce a una
activacién de STAT6 que favorece la expresion de IL-4 pero no la de IFN-[]
Asi pues, se necesita la sefializacién via moléculas TCR, moléculas
coestimuladoras, y diferentes receptores de citoquinas durante la
polarizacion hacia uno u otro fenotipo de célula Th, Thl o Th2. (Grogan y

col., 2001; Farrar y col., 2002; Smale and Fisher, 2002).

3. ENFERMEDAD AUTOINMUNE

3.1 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune,
multisistémica (puede afectar muchos sistemas de dérganos incluyendo la
piel, articulaciones y dérganos internos), de gran heterogeneidad (los
sintomas varian ampliamente con el individuo y se caracterizan por periodos
de remisiones y exacerbaciones de los mismos) y variabilidad (el curso de la
enfermedad puede variar desde una enfermedad episddica leve hasta una
enfermedad severa y mortal), caracterizada por la produccion de
autoanticuerpos, asi como la formacion y depédsito de complejos inmunes.
Aungue no todas las manifestaciones del LES pueden ser atribuidas a los
complejos inmunes, ellos juegan un papel muy importante en su patologia e

inmunopatologia, siendo el LES el prototipo de la enfermedad mediada por
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complejos antigeno-anticuerpo en el ser humano. La etiologia de la
enfermedad permanece desconocida pero se cree que es multifactorial,
resultando de la interaccién compleja de factores genéticos y ambientales.

(Mok and Lau, 2003).

La prevalencia del LES es de 1 en 2000 habitantes, con una
concordancia en gemelos fraternos de 2 a 5% mientras que en gemelos
idénticos la concordancia llega a ser del 24 al 58% (Arnett y col., 1997). La
enfermedad afecta 9 veces mds a la mujer que al hombre y puede
presentarse a cualquier edad, pero aparece con mayor frecuencia en
personas cuyas edades estdn comprendidas entre los 10 y 50 afios. (Mok and

Lau, 2003).

3.1.1 Mecanismos patogénicos del LES

3.1.1.1 Autoanticuerpos e inmunocomplejos en el LES

El mecanismo responsable para la ruptura de la tolerancia en el LES
aln permanece desconocido, sin embargo en los dltimos afos ha existido un
progreso significativo en el conocimiento de las interacciones moleculares
regulando la expansién de las células B y T autorreactivas.

La mayoria de personas normales tienen anticuerpos del tipo IgM en su
suero contra del ADN de cadena sencilla. Estos anticuerpos corresponden al
repertorio de autoanticuerpos naturales, tienen baja afinidad por el ADN y
por otros autoantigenos tales como la tiroglobulina (Pisetsky y col., 1990).
Por otra parte los anticuerpos contra el ADN de doble cadena son menos

prevalentes en sujetos normales y contienen subgrupos de alta afinidad con
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reactividad cruzada estrecha (Diamond y col., 1992). Otras caracteristicas
adicionales que contribuyen a la patogenicidad de los autoanticuerpos
incluyen: La capacidad de fijar complemento, la afinidad por el ADN y otros
antigenos que reaccionan cruzadamente, la carga de la molécula de
anticuerpo o del complejo inmune que lo contiene y la secuencia de los
aminodcidos de la proteina asociada (Rothfield, 1967; Mohan and Dattaq,
1995; Winfield, 1997).

El proceso mediante el cual la respuesta de los linfocitos Ty B a un
antigeno se expande para incluir la reactividad a antigenos adicionales
depende de la degeneracion del receptor de antigeno de la célula T de
manera tal que un solo receptor se une a un complejo péptido-HLA; por lo
tanto una célula T o B activada por un solo antigeno responde a multiples
autoantigenos y también a antigenos extrafios (Neu y col., 1997). A través
de este mecanismo, miltiples exposiciones a antigenos bacterianos, virales o
quimicos o autoantigenos puede llevar a la formacién de anticuerpos contra
el ADN.

Normalmente, los complejos inmunes Ag-Ac son eficientemente
removidos de la circulacién por el sistema fagocitico mononuclear (MPS:
mononuclear phagocyte system), que se encuentra principalmente en el
higado y el bazo. EL MPS es dependiente de los receptores para el
complemento, de los receptores para reconocer la porcion Fc de la
inmunoglobulina (Ig) o Receptores Fc (FcR) y de los transportadores de Igs
(Ravetch and Clynes, 1998). Un procesamiento anormal de los complejos
inmunes puede estar jugando un papel importante en la patogénesis del LES
por diferentes vias, incluyendo anormalidades en los mecanismos de
transporte o presentacion, defectos en la funcién del MPS (Haakenstad and

Mannik, 1974) o anormalidades intrinsecas a la funcion fagocitica celular,
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los cuales han sido descritos como factores importantes en la

fisiopatogénesis del LES (Davies y col., 1992).

La fijacion del complemento es esencial para el dafio tisular lo cual
coincide con la riqueza en anticuerpos patogénicos del tipo Ig61 e IgG3 que
fijan complemento eficientemente (Rothfield and Stollar, 1967; Mohan and
Datta, 1995). Por otra parte, la carga catidnica también da al anticuerpo una
ventaja patogénica permitiendo que este se una a moléculas cargadas
negativamente en la membrana basal glomerular (Suzuki y col., 1993).

Los complejos inmunes que son capaces de ligar el complemento de
una forma eficiente, son fijados rdpidamente por los eritrocitos, que tiene
lugar a través del receptor eritrocitario para el complemento tipo 1 o CR1,
con lo cual estos complejos de eritrocito-CI son presumiblemente incapaces
de depositarse en los tejidos (Kimberly y col., 1987) y son transportados
hacia el MPS fijo, donde son eliminados de la circulacion (Cornacoff y col.,
1983).

En cualquier situacion en la que se disminuya la reaccion de
adherencia inmune eritrocito-CI, estard asociada a una mayor probabilidad
de depésito de CI en los tejidos (Schifferli y col., 1986). El depésito en los
tejidos de estos complejos circulantes Ag-Ac produce liberacion de
mediadores inflamatorios e infiltracién con células inflamatorias, con el
subsecuente dafio tisular, lo cual se hace evidente especialmente en el rifion.
Alli, estos depdsitos se encuentran principalmente en la membrana basal
glomerular, pero tfambién se pueden depositar en cualquier otro érgano
(Wenery col., 1987).

Siendo el Lupus una enfermedad multisistémica, parece légico
suponer que para cada 6rgano afectado e incluso para los diferentes

compromisos en un mismo organo existen diferentes mecanismos que
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expliquen la via final comdn de las lesiones. El principal 6rgano estudiado es
el rifién y en él se han podido documentar varios mecanismos patogénicos.
Algunos anticuerpos anti-ADN de doble cadena causan
glomerulonefritis al formar complejos con ADN que son atrapados
pasivamente en el glomérulo mientras que otros causan la lesion al unirse
directamente a las estructuras glomerulares lo cual puede demostrarse al
obtener estos anticuerpos de los tejidos enfermos (Winfield, 1997).
También se ha podido demostrar in vitro que el suero de pacientes con LES
contienen inmunoglobulinas que se unen a extractos de la membrana basal
glomerular (Lefkowith y col., 1996) lo cual puede ser inhibido al tratar los
extractos con ADNasaq, sugiriendo que los anticuerpos contra el ADN causan

nefritis por la union al ADN de los componentes del glomérulo.

Las diferentes clases y subclases de Igs tienen tfambién diferentes
propiedades bioldgicas en los humanos. Tanto la subclase IgG1, asi como la
IgG3, fijan y activan el complemento de una manera eficiente (Augener y
col., 1971), sin embargo, la subclase Ig62 es incapaz de activar el
complemento eficientemente y por necesidad, el Fc[R es esencial para el
procesamiento y aclaramiento de los CI de Ig62. Asi, en los pacientes con
nefritis ldpica, se han descrito marcados defectos en la fagocitosis mediada
por el Fc[R (Clark y col., 1991; Salmon y col., 1992).

Algunos anticuerpos contra el ADN de pacientes con LES se unen a la
membrana de células vivas, la penetran probablemente a través de la
membrana de miosina y se unen a estructuras citoplasmdticas y celulares.
(Alarcon-Segovia and Llorente, 1983; Yanase y col., 1997). Por otra parte
los anticuerpos contra el ADN también tienen la capacidad de unirse a

antigenos adicionales en la membrana basal glomerular o a componentes del
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glomérulo o la pared de los vasos (Clq, hucleosomas unidos al coldgeno tipo

IV, laminina etc.) (Brinkman y col., 1990; Lefkowith y col., 1996).

3.1.1.2 Patron de citoquinas en el LES

Se ha demostrado que la induccién y progresion de la enfermedad del
LES experimental murina se asocia a un disbalance y a un cambio en el perfil
de citoquinas durante el curso de la enfermedad (Segal y col., 1997; Segal y
col., 2003). De manera que, estos ratones primero producen niveles elevados
de citoquinas proinflamatorias, como IL-1y TNF-[], que persisten durante
el curso de la enfermedad, y elevados niveles de IL-2 y IFN-[], que
disminuyen significativamente con la evolucion de la misma. Y en una etapa
mds tardia de la enfermedad, cuando las manifestaciones clinicas del LES
estdn presentes, producen un incremento considerable en los niveles de
citoquinas Th2 (IL-4 e IL-10). Estos cambios en el perfil de las citoquinas,
primero derivadas de células Thl (IFN-[] IL-2) y posteriormente de células
Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13) se han observado también en el suero

de pacientes humanos con la enfermedad (Tokano y col., 1999).

En el LES se ha demostrado la existencia de células T y B activadas.
Se ha sugerido que variaciones en la produccién de citoquinas pueden estar
relacionadas con esta activacion de células T y B observada en la
enfermedad. Sin embargo, el mecanismo responsable queda audn por
esclarecer. Generalmente, se piensa que ambos tipos de citoquinas Thl y
Th2 estarian reguladas por otros factores, como por ejemplo, moléculas de
superficie celular, citoquinas caracteristicas o dosis de antigenos, sefial de

transduccion, hormonas o sistema nervioso y factores genéticos.
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3.2 ARTRITIS REUMATOIDE

Entre las diferentes formas existentes de enfermedad reumdtica la
mds discapacitante es la artritis reumatoide (AR). La AR es una
enfermedad de etiologia desconocida, pero con alteraciones de base
autoinmune. Se caracteriza principalmente por una inflamacién vy
proliferacién de la membrana sinovial de las articulaciones, con tendencia a
la destruccion y deformacion del cartilago y el hueso, y con la consiguiente
pérdida de la capacidad funcional. La AR es una enfermedad sistémica que
comparte rasgos con otras enfermedades vasculares del coldgeno, como el

sindrome de Sjogren, el LES y la esclerodermia. (Feldmann, 2001).

La AR es la enfermedad autoinmune mds frecuente, ya que presenta
una prevalencia entre el 0.5% y 1% en la mayoria de poblaciones. Como en
muchas otras enfermedades autoinmunes aparece con mayor frecuencia
entre las mujeres (proporcion 3:1 respecto de los hombres). El comienzo de
esta enfermedad puede darse en cualquier época de la vida, aunque la
madxima incidencia se sitla entre los 30 y 60 afios. Existe un subtipo de
artritis cronica andloga a la AR del adulto y que constituye un 12% de la
denominada artritis crénica juvenil, entidad diferenciada de la AR y que
afecta principalmente a nifios y adolescentes. (Riise y col., 2000; Carmona y

col., 2002; Firestein, 2003).
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3.2.1 Mecanismos patogénicos de la AR

3.2.1.1 Autoanticuerpos e inmunocomplejos en la AR

Las primeras teorias sobre los mecanismos patogénicos en la artritis
reumatoide atribuyen un papel en el desarrollo de la enfermedad a las
reacciones inmunoldgicas anormales que se desarrollan en los tejidos
sinoviales. Estas teorias sostienen que el mecanismo patogénico principal
responsable de la lesién celular y tisular que caracteriza la AR estd mediado
por la presencia de autoanticuerpos e inmunocomplejos. Concretamente, los
inmunocomplejos estarian formados por factores reumatoides y otros
autoanticuerpos, que fijarian complemento y liberarian factores
quimiotdcticos, como el Cba, con el subsiguiente reclutamiento de células
inflamatorias hacia la articulacién reumdtica, donde se activarian
contribuyendo a la destruccién local (Firestein, 2003). Dado que este
mecanismo patogénico no era exclusivo de la AR y en otras enfermedades
inflamatorias crénicas fambién se producian factores reumatoides, estas
teorias pasaron a considerarse un epifenémeno (fenémeno secundario) en la
AR. No obstante, volvieron a reconsiderarse tras el descubrimiento
reciente de un modelo murino de artritis espontdnea con produccién de
anticuerpos dirigidos contra un antigeno de expresién ubicua, la glucosa-6-
fosfoisomerasa (GPI) (Matsumoto y col., 1999), (McDevitt, 2000; Schaller y
col., 2001; Firestein, 2003). La artritis que desarrollaba este modelo murino
de enfermedad (Matsumoto y col., 1999; Schaller y col., 2001) podia ser
transferida mediante el suero de ratones afectados. Sin embargo, aunque
Ac anti-GPI estaban presentes en muchos pacientes con AR no eran
especificos de esta enfermedad. La habilidad de antigenos ubicuos como la

GPT para inducir inflamacién de la sinovia estaria probablemente relacionada
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con su adherencia a las superficies del cartilago. La presentacion de los
complejos antigeno-anticuerpo sobre el cartilago proporcionaria un
substrato excepcionalmente bueno para la fijacién del complemento, similar
al factor reumatoide que se encuentra sobre el cartilago de pacientes con
AR. Una situacién similar tiene lugar en la artritis murina inducida mediante
coldgeno. En este caso los anticuerpos anti-coldgeno tipo II se unen al
coldgeno del cartilago articular.(Firestein, 2003).

Estan actualmente considerados como antigenos artritogénicos en la
AR, moléculas expresadas especificamente en las articulaciones, como son el
factor reumatoide, el coldgeno tipo II, la glicoproteina 39 condrocitica
humana, proteoglicanos, agrecan, y también moléculas de expresién ubicua,
como la proteina de union al gen de la cadena pesada de inmunoglobulina
(BiP), la glucosa-6-fosfato isomerasa (GPI), proteinas de choque térmico y
hnRNP-33 (RA33). Uno de los principales avances en el conocimiento de
estos antigenos han sido los proporcionados por Union y colaboradores
(Union y col., 2002) sobre anticuerpos dirigidos contra proteinas que
contienen citrulina, que es derivada de una modificacion post-traduccional
de la arginina por peptidilarginina deaminasa. Estos anticuerpos si pueden
ser mds especificos de AR. Tanto la filagrina como algunas proteinas del
choque térmico y otras dianas de los anticuerpos en la AR son moléculas
ricas en argininas, susceptibles de cambiar una arginina por una citrulina, de
manera que la respuesta se dirigiria a un péptido comun o similar a otras
proteinas antifilagrina, llamado péptido citrulinado. La presentacion de
estos péptidos por células presentadoras se asocia con elevada afinidad a
moléculas de clase IT del complejo mayor de histocompatibilidad, en
particular a la secuencia de aminodcidos glutamina-leucina-arginina-alanina-
alanina localizados en la cadena [] de moléculas HLA-DR, en las posiciones

70-74, conocida como epitopo compartido (Gregersen y col., 1987). Esta
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secuencia se encuentra en muchos genes DR asociados a la AR, como por
ejemplo, DR4, DR14 y DR1. (Winchester, 1994. Zanelli y col., 2000;
Feldmann, 2001; Silman and Pearson, 2002; Cope, 2003; Hill y col., 2003).

3.2.1.2 Infiltracion celular en la AR

Ademds de los autoanticuerpos e inmunocomplejos, hay evidencias que
sugieren que células Ty células presentadoras de antigenos (APC) juegan un
papel clave en las lesiones de las artritis reumatoide. En efecto, la mayor
parte de células que se acumulan en los tejidos sinoviales reumatoides
consisten en células T del tipo colaboradoras (T CD4%), células T
citotéxicas, linfocitos B, macrdofagos, células plasmdticas, monocitos y
células dendriticas (Feldmann y col., 1996; Isomaki y col., 1999; Nakajima y
col., 2001; Firestein, 2003). Las células B y las células dendriticas formarian
estructuras semejantes a foliculos linfoides con células T y macréfagos en

aproximadamente el 20% de los pacientes. (Sweeney and Firestein, 2004a).

Varios modelos murinos de artritis cominmente utilizados en el estudio
de los mecanismos implicados en la sinovitis, como por ejemplo la artritis
inducida mediante la administracién de adyuvante o la artritis inducida
mediante coldgeno tipo II, son claramente dependientes de células T. La
cepa de raton MRL-lpr/lpr ademds de experimentar una proliferacion
excesiva de células T con aumento de la actividad colaboradora acompafiada

por el desarrollo de LES, desarrolla espontdneamente poliartritis.
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3.2.1.3 Patron de Citoquinas en la AR

Estd demostrado tanto en modelos animales de artritis naturales,
experimentales como en humanos, que las células T CD4" responsables de la
induccién de una respuesta patogénica en la AR presentan
predominantemente un fenotipo Thl. Estas células contribuirian a la
inflamacién mediante la induccion de elevados niveles de citoquinas, como la
IL-17 y el IFN-[] con acciones pro-inflamatorias potentes que conducirian a
la destruccion del cartilago y erosiones en el hueso.

Ademds, la produccién de IL-1y TNF-[] por los macréfagos presentes
en la sinovia puede estimular la proliferacion de los fibroblastos e
incrementar la produccion de IL-6, GM-CSF, IL-8, y otras quimioquinas, asi
como también enzimas que contribuirian a la destruccion de la articulacién.
Estas citoquinas, a su vez, podrian activar los macréfagos préximos que
continuarian produciendo citoquinas. Esto crearia un mecanismo de
retroalimentacién entre macréfagos y fibroblastos que perpetuaria la
inflamacion de la sinovia (Figura 1). Otros factores implicados
recientemente en el desarrollo de la AR son, entre otros: la IL-18, un nuevo
miembro de la familia IL-1, que es capaz de activar macrdéfagos, y que
induciria la produccién de IFN-[] y la diferenciacion local de células T hacia
el fenotipo Thl (Gracie y col., 1999); la IL-15, producida por macréfagos,
podria inducir la produccién de TNF-[] a través de la activacion de las

células T sinoviales (Ziolkowska y col., 2000).
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Las interacciones
dependientes

del contacto célula-
célula entre los

linfocitos T con otros

tipos celulares en la Figura 1
AR también pueden

incrementar la produccién de citoquinas y metaloproteinasas que
incrementaria la destruccién de la articulacién. Las interacciones
sinergisticas entre varios tipos de citoquinas en la articulacion inflamada

también resulta en un aumento de metaloproteinasas y destruccion de la

articulacién. (Sweeney and Firestein, 2004a).

3.2.1.4 Activacion de vias de transduccion de sefiales y factores de

transcripcion en la AR

Las citoquinas inflamatorias activan vias de transduccién de sefales
intracelulares y factores de transcripcién en la sinovia (Firestein, 2003).
Especialmente importantes en la regulacién de la inflamacion de la sinovia
son el NF-kB, mitogen-activated protein (MAP) quinasas, y el factor de
transcripcién “activador protein-1" (AP-1). NF-kB y MAP estdn activados en
la sinovia de pacientes con AR y regulan genes que contribuyen a la
inflamacién. Las vias de transduccién de sefiales a través de estos dos
factores se activan por un estimulo extracelular, ya sean citoquinas o

mediadores inflamatorios. (Sweeney and Firestein, 2004b).
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3.2.1.5 Terapia en la AR

Intervenciones terapéuticas recientes, basadas en la utilizacion de
inhibidores de algunas de estas citoquinas, demuestran su importancia en la
AR (Kim y col., 2000; Firestein, 2003). En particular, estd demostrado que
la aplicacién de agentes anti-TNF-[] pueden disminuir o prevenir la
progresién de lesiones en el hueso y cartilago en la AR y que su mecanismo
de accién probablemente implica la supresién de otras citoquinas pro-
inflamatorias, la disminucién del infiltrado celular en la sinovia, la
interferencia con la activacién de osteoclastos y una disminucién de la
angiogénesis. La inhibicién de IL-18 y IL-15 puede bloquear la diferenciacién
hacia el fenotipo Thl, y la produccién de mediadores inflamatorios o la
expresion de TNF-[].

A parte del bloqueo directo de estas citoquinas pro-inflamatorias, la
regulacion puede llevarse a cabo también modulando niveles de citoquinas
Th2 como la IL-4, IL-10 y la IL-13. En efecto, mientras las células Thl se
las describe como células pro-inflamatorias, las células T CD4+ con un
fenotipo Th2 se las asocia con una respuesta mds protectora (Scott y col.,
1994; Miossec y col., 1996; Aarvak y col., 2000). Como ejemplo de ello, la
IL-4 puede actuar inhibiendo la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias
como la IL-1, el TNF-[], la IL-6, la IL-8 y la IL-12 procedentes de
macréfagos y monocitos. (Joosteny col., 1999; Adorini, 2003). No obstante,
hay trabajos que demuestran que las células Th2 también pueden inducir
efectos patogénicos (Khoruts y col., 1995; Lafaille y col., 1997). Estas
observaciones indican que las células Th2 generadas en condiciones
diferentes o a partir de animales con background genético diferente pueden

también diferir en algunas de sus propiedades a pesar de la produccion
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comun de citoquinas Th2. Ademds, en modelos de artritis, como la artritis
inducida por coldgeno (CIA), la adicién de IL-4 al inicio de la enfermedad
resulta en un marcado aumento de la inflamacion e incremento de fibrosis
tisular (van den Berg, 1998), sin embargo, disminuye la destruccion del
cartilago. Esto indica que la IL-4 puede inducir ambos efectos inflamatorios
y anti-inflamatorios en la articulacién. Estos datos podrian explicar como
una respuesta Th2 podria estar asociada con inflamacion en la sinovia. En la
sinovia de la AR, un dominio de la respuesta Th2 podria conducir a un
incremento en la produccién de autoanticuerpos como el factor reumatoide

y asi perpetuar la inflamacién (Mageed y col., 1997).

Ademds de las citoquinas, otras moléculas se estdn considerando como
posibles dianas terapéuticas, como por ejemplo las moléculas implicadas en
las vias de transduccién de sefial de las MAP quinasas (MAPK) y NF-kB.
(Sweeney and Firestein, 2004a).

4. MODELOS DE AUTOINMUNIDAD

La mayor parte de nuestros conocimientos sobre las enfermedades
autoinmunes se basa en el andlisis de modelos espontdneos o experimentales
en animales. Cada uno de estos modelos de enfermedades autoinmunes
comparten caracteristicas patoldgicas con la enfermedad humana que
representan.

Se han descrito multiples modelos espontdneos o experimentales de
enfermedad autoinmune en diversas razas animales. Por ejemplo, cuadros

semejantes a la esclerodermia en una cepa de pollos llamada UCD (Zhang

36



Introduccion

and Gilliam, 2002); lupus eritematoso sistémico (LES) en perros de la raza
pastor alemdn (Fournel y col., 1992); diabetes mellitus insulina-dependiente
en pollos y en cepas de ratones NOD, aunque los modelos animales mds
empleados debido principalmente a su facilidad de manejo y crecimiento
rdpido han sido los modelos murinos, que proporcionan un sistema
experimental muy valioso para analizar la patogénesis de estas

enfermedades (Benavides and Guenet, 2001).

No obstante, hay que tener en cuenta: primero, la distancia genética
entre estos modelos y el hombre, y segundo: la posibilidad de que el hombre
probablemente use vias patogénicas que no existen en los animales de

experimentacion. (Jirholt y col., 2001).

4.1 MODELOS ANIMALES DE LES

Existen distintas cepas de ratones que desarrollan espontdneamente

una enfermedad autoinmune que recuerda al LES en el hombre:
La primera cepa descrita fue NZB (New Zealand Black) y (NZB X NZW)F1
(Akizuki y col., 1978). Las hembras desarrollan lesiones renales y anemia
hemolitica produciendo espontdneamente anticuerpos anti-ADN de doble
cadena.

Un segundo modelo es la cepa congénita MRL-Ipr/lpr (MRL/lpr) que
contiene el gen de linfoproliferacién Ipr. Estos animales desarrollan una
linfoadenopatia masiva debido a la acumulacién espontdnea de una
subpoblacién de células TCD4CD8 inmaduras anémalas (Takei, 1984).

Ademds desarrollan un amplio espectro de autoanticuerpos (entre los que
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destacan ANAs que incluyen anti-ADN y anti-Sm y FR), lesiones renales y
artritis.

Una tercera cepa de ratones autoinmunes es la recombinante BXSB
donde la susceptibilidad a la enfermedad estd ligada al cromosoma Y y sélo
los machos se ven afectados. Producen anticuerpos anti-ADN y desarrollan

una nefritis severay vasculitis.

Entre las anormalidades histoinmunopatoldgicas, la caracteristica
dominante de todas estas cepas es el desarrollo de una enfermedad por
inmunocomplejos que al depositarse en el glomérulo renal inducen la

aparicién de glomerulonefritis.

4.2 MODELOS ANIMALES DE AR

La cepa murina MRL-Ipr/lpr, mencionada en el apartado anterior,
constituye un modelo natural con elevada susceptibilidad a padecer también
enfermedad autoinmue compatible con la artritis humana. (Andrews y col.,

1978; Izui and Eisenberg, 1980).

El primer modelo animal experimental antigeno-especifico relevante de
AR establecido fue el modelo de artritis inducida por coldgeno (CIA) tipo
IT, extraido del cartilago humano, pollo o rata, en ratas previamente
irradiadas (Trentham y col., 1977). Estos animales desarrollaban poliartritis
aguda acompafiada de otros sinfomas de enfermedad vascular del coldgeno.
La artritis inducida en este modelo fue sdlo transitoria. Posteriormente, se

han utilizado también como modelos de CIA tipo II ratones (Courtenay y
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col., 1980; Burkhardt y col., 2002), monos (Yoo y col., 1988) y primates
(Cathcart y col., 1986).

Desde entonces, se ha demostrado que otras proteinas tienen fambién
la capacidad de inducir artritis (en ratas y ratén) como por ejemplo, el
coldgeno tipo XI (Cremer y col., 1994), proteoglicanos (Hollo y col., 2000) y

la proteina de la matriz del cartilago oligomérico (Carlseny col., 1998).

Ademds otros estudios demuestran que ho es necesario en todos los
sistemas la administracion de un antigeno proteico para la induccién de la
enfermedad, la administracién de un adyuvante no-inmunogénico es
suficiente para que el sistema inmune inicie un ataque inflamatorio a nivel de
las articulaciones (Chang y col., 1998; Holmdahl y col., 1992; Vingsbo y col.,
1996). Estos modelos han sido extensamente estudiados con el fin de
identificar las causas genéticas, que hos permitan entender las vias

patogénicas que conducen al desarrollo de la AR. (Jirholt y col., 2001).

En el 1985 Gleichmann y colaboradores describieron el desarrollo de
poliartritis progresiva crénica, similar en varios rasgos a la AR humana, en
ambas manifestaciones articulares y extraarticulares, junto con otros
sintomas caracteristicos de las enfermedades del tejido conectivo, en la
cepa hibrida de ratones [BALB/c X AJF1 previamente inyectada con células
linfoides de la cepa parental BALB/c. (Pals y col., 1985). En 1990 nuestro
grupo describié la presencia de FR en este modelo animal (Gelpi y col.,

1990).
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5. ENFERMEDAD DEL INJERTO CONTRA EL HUESPED
(EICH) COMO MODELO DE AUTOINMUNIDAD

Mediante la induccion de la EICH en ratones, es posible inducir
experimentalmente distintas enfermedades autoinmunes no-drgano
especificas que presentan un cuadro clinico similar a los observados en las
distintas enfermedades autoinmunes del tejido conectivo en el hombre (Pals
y col., 1985; Gelpi y col., 1990). El estudio de esta enfermedad permite, no
sélo profundizar en el estudio de los posibles mecanismos etiopatogénicos
de dichas enfermedades autoinmunes, sino también, estudiar los
mecanismos implicados en el reconocimiento y tolerizacién de los antigenos

propios.

Cldsicamente se ha definido la enfermedad del injerto contra el
huésped (EICH) como la expresidn clinica que se produce en un individuo
transplantado, con linfocitos inmunocompetentes de un donante portador de
antigenos de histocompatibilidad distintos, y a los que el receptor no es
capaz de responder. Actualmente se sabe que esta enfermedad es el
resultado de una serie de acontecimientos inmunoldgicos que se inician con
el reconocimiento de antigenos de histocompatibilidad del huésped, por

parte de linfocitos T del donante.

Bdsicamente se habla de tres tipos de transplantes:1) transplante
singénico, es el que se da entre dos individuos genéticamente idénticos; 2)
transplante semialogénico, el que se da entre dos individuos que comparten
la mitad de la dotacidn genética; 3) transplante alogénico, el que se da entre

dos individuos que ho comparten ningln haplotipo.
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Existen diversas maneras de inducir la EICH en ratones que a menudo
limitan la extrapolacién de los resultados de un modelo a otro. Bdsicamente
los modelos de EICH difieren entre si en relacién a tres caracteristicas
claves: 1) la extensiéon y el tipo de tratamiento acondicionador y
citorreductor del receptor utilizando la irradiacién total del individuo o
quimioterapia; 2) la disparidad genética existente entre donante y receptor;
y 3) la pureza, tipo y nimero de células donantes transferidas. Estas tres
variables influyen de manera considerable sobre el tipo de EICH

resultante. (Murphy, 2000).

Uno de los modelos de EICH que se ha utilizado para la induccién de
modelos murinos de autoinmunidad, y que nosotros hemos empleado para la
realizacion de este proyecto, implica la transferencia de linfocitos
parentales a ratones hibridos F1 no irradiados ni inmunodeprimidos (P[] F1).
(Rolink y col., 1982). Los animales huéspedes o receptores F1 son
genéticamente tolerantes a las células donantes de origen parental, pero los
linfocitos injertados reaccionan contra los antigenos de histocompatibilidad
alogénicos presentes en las células del huésped (Shearer and Polisson, 1980;

van Rappard, 1982).

La EICH que se desarrolla en el hombre post-transplante de médula
0sea se rige por mecanismos etiopatogénicos distintos a los que operan en el
modelo murino P[] F1. En este (ltimo como mencionamos en lineas anteriores
las cepas huéspedes presentan un sistema inmune intacto a diferencia de los
receptores de un transplante de médula ésea en el hombre, los cuales o bien

son inmunodeficientes o deben ser previamente inmunodeprimidos.
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5.1 TIPOS DE EICH

La EICH puede manifestarse bdsicamente de dos formas distintas:

1.- EICH inmunosupresora o aguda: Clinicamente se caracteriza por una
hipoplasia severa del sistema linfohematopoyético que conduce a una anemia
apldsica y a una hipogammaglobulinemia, debido a la activacion de ambos
tipos de células CD4" y CD8" donantes en respuesta a aloantigenos del
receptor. La EICH aguda estd asociada a cambios en la arquitectura timica y
a una reduccion en la celularidad debida principalmente a una disminucién en
la poblacién de timocitos doble positiva, CD4'CD8" (Krenger y col., 2000).
Los animales con EICH aguda mueren entre la primera y segunda semana de
la administracion del indculo. (Rolink y col., 1982; Rozendaal y col., 1989;

Kataoka y col., 2001).

2.- EICH immunoestimuladora o cronica: Clinicamente se caracteriza

por una hiperplasia linfoide persistente, de principalmente células B, que
conduce a una hipergammaglobulinemia y a la formacién de autoanticuerpos
frente a diferentes antigenos nucleares (ADNdc, histonas), eritrocitos y
timocitos, debido a la activacién selectiva de células T CD4" donantes que
actuarian como células colaboradoras de las células B del huésped. Este
fenémeno autoinmune se acompafia de glomerulonefritis por
inmunocomplejos y frecuentemente depésitos de inmunoglobulinas en la
membrana basal de la piel. Sus sintomas recuerdan a la enfermedad del
lupus eritematoso sistémico (Gleichmann y col., 1982, van Rappard-van der
Veen y col., 1982, Moser y col., 1987; Gelpi y col., 1990; Gelpi y col., 1988;

Gelpi y col., 1994; Kataoka y col., 2001).
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Segln las combinaciones de cepas murinas utilizadas en el modelo
semialogénico de EICH (P[] F1), pueden inducirse una u otra forma de
enfermedad (EICH) o variantes de la misma. La forma crénica de EICH se
describié por primera vez en cepas murinas con diferencias en antigenos
MHC de clase IT entre donante y huésped. La enfermedad de tipo agudo se
describio cuando las diferencias donante-huésped se encontraban tanto en
antigenos de clase T como de clase II. Sin embargo, en ciertas cepas de
ratones, el reconocimiento de diferencias en antigenos de clase Iy IT en el
huésped F1 por linfocitos parentales proporciona un modelo crénico o
estimulador de EICH (Gleichmanny col., 1982; Gelpi y col., 1990; Tschetter
y col., 2000; Sakurai y col., 2000).

5.2 EJEMPLOS DE MODELOS MURINOS DE EICH

La cepa hibrida murina (C57BL/6 X DBA/2)F1 (BDF1) desarrolla
diferentes formas de la EICH segun reciba células linfoides de una u otra
cepa parental, C57BL/6 o DBA/2. (Via y col., 1987; Hakim y col., 1991;
Tschetter y col., 2000). Cuando linfocitos provenientes de la cepa C57BL/6
son transferidos a ratones hibridos BDF1, estos desarrollan una forma de
EICH inmunosupresiva aguda, con hiperplasia linfoide temprana y actividad
de células NK aumentada seguido de la generacién de actividad CTL anti-
huésped, depresion de la funcién de otras células T, pérdida de peso, v,
finalmente, la muerte del animal.

Cuando se fransfieren linfocitos provenientes de la otra cepa parental,
DBA/2, a los ratones receptores BDF1, estos desarrollan una forma de
EICH inmunoestimuladora crénica asociada a una hiperplasia de células B,

produccién de autoanticuerpos y glomerulonefritis mediada por
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inmunocomplejos, que se asemeja en varios aspectos a la enfermedad del
LES humana, aunque las diferencias en antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad entre ambas cepas murinas se encuentran a nivel de Ag
de clase T y IT (Tschetter y col., 2000). Se ha demostrado que la EICH
crénica desarrollada en esta cepa murina se debe a la activacion de células B
del huésped por células Th CD4" alorreactivas del donante. (Rus y col., 1995;
Williamson y col., 1996; Murphy, 2000).

En los afios 90, otros estudios (Umland y col., 1992; Via and Finkelman,
1993; De Wit y col., 1993; Viay col., 1994; Williamson y col., 1996; Okubo y
col., 1999) realizados con estas mismas cepas murinas, analizaron las
interleuquinas que intervenian en el desarrollo de cada uno de los tipos de
EICH agudo y crénico. Los resultados sugirieron que el desarrollo de la
forma aguda de la EICH estaba asociada con la produccién de IL-2 e IFN-[]
y podia inhibirse completamente con la administracion de anti-IL-12 y
parcialmente con la administracion de IFN-[] (Via and Finkelman, 1993),
mientras que la forma crénica de la enfermedad se caracterizaba por la
produccién de IL-4, IL-5 e IL-10 y podia prevenirse mediante la
neutralizaciéon in vivo de la IL-4 asi como también mediante la
administracion de rmIL-12 (De Wit y col., 1993; Okubo y col., 1999). El
desarrollo de las distintas formas de EICH en huéspedes murinos BDF1 es
un reflejo de la produccién diferencial de citoquinas por distintas

subpoblaciones de Th CD4".

En un estudio mds reciente, Yasuro Kataoka y colaboradores (2001)
analizaron mecanismos inmunopatogénicos responsables de la lesion celular y
tisular que caracterizaba a cada una de las formas de EICH inducida en la

cepa BDF1. Concretamente, examinaron el efecto de las células T donantes
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sobre las poblaciones linfocitarias del huésped, la expresion de citoquinas y
de Fas ligando en los 6rganos diana de las formas aguda y crénica de la
EICH desarrollada en estos ratones. En ambas formas de la EICH,
observaron la patologia que caracteriza la enfermedad, y observaron
quimerismo de células T donantes, en el bazo y el higado. Sin embargo,
diferencialmente los animales con EICH aguda presentaron un aumento de
citoquinas Thl en estos drganos y deplecién de linfocitos del huésped
mediada principalmente por interacciones Fas-FasL, mientras que los
animales con EICH crénica presentaron un aumento de citoquinas Th2 en
estos 6rganos y expansién de esplenocitos B y células T NK1.1" hepdticas,
del huésped. Todo ello sugiere que las respuestas inmunes mediadas por
células T donantes en érganos diana son importantes para ambas formas

aguda y crénica de EICH. (Kataoka y col., 2001).

Datos previamente publicados por nuestro laboratorio demostraron el
desarrollo de dos modelos diferentes de la forma crénica de EICH en la
cepa hibrida murina (BALB/c X A/J)F1 segln recibiese linfocitos de una u
otra cepa parental, BALB/c o A/J (Gelpi y col., 1988; Gelpi y col., 1990;
Gelpi y col., 1994). Cuando los linfocitos donantes eran de origen BALB/c,
los receptores F1 desarrollaban vasculitis localizadas preferentemente en
las orejas, alopecia y, con menor frecuencia, afectacion renal, asi como
también, inflamacion de las articulaciones de las patas delanteras similar a
la artritis reumatoide (AR) en el 25% de los animales, después de []10 meses
de haber inducido la EICH, con la presencia de factor reumatoide y
autoanticuerpos anti-ADNdc y anti-Histonas, principalmente. Signos
histoquimicos distintivos de sinovitis, se detectaron antes de los 3 meses de
evolucién de la enfermedad. Cuando los linfocitos donantes eran de origen

A/J, los receptores F1 desarrollaban de manera predominante afectacion
45



Introduccion

renal y, con menor frecuencia, inflamacion de partes blandas de las
extremidades superiores, ocasionalmente con la pérdida de las ufias. En
suero se detectaron autoanticuerpos anti-Ul y anti-U3RNP. Ambos
anticuerpos son frecuentes en la esclerodermia. (Gelpi y col., 1988; Gelpi y
col., 1990). En ambos modelos se aprecié quimerismo de células donantes
principalmente en el bazo de los animales huésped. Este quimerismo, por lo
menos en el modelo CAF1+BALB/c, es dependiente de la presencia de células
T CD8" del donante. Cuando el inéculo se deplecionaba de células T CD8"
(Vidal y col., 1996) disminuia la respuesta inmune inflamatoria y el tipo de
enfermedad que se producia era compatible con LES, con aumento y
aparicion temprana de autoanticuerpos, cambio en el repertorio de los
mismos (anti- Ul1snRNP) y ausencia de quimerismo. Aunque ambas cepas
murinas, CAF1 y BALB/c, difieren en antigenos H-2 de clase I y IT, no se
detectd ningln signo de EICH aguda.

Ademds, datos previos publicados también por nuestro laboratorio
demostraron una asociacién entre la produccién de un patrén de citoquinas
preferentemente de tipo Th2 y el desarrollo de la forma crénica de la EICH

inducida en huéspedes (BALB/c X A/J)F1 (Vidal y col., 1996).

Finalmente, Morai y colaboradores (1996) demostraron que todos los
ratones con un background genético BALB/c, desarrollaban
espontdneamente poliartropatias inflamatorias crénicas semejantes a la
artritis reumatoide en el hombre. Un disbalance Thl podria por consiguiente
incidir en una respuesta de enfermedad inflamatoria articular en el modelo

estudiado anteriormente (A/J X BALB/c)F1 +BALB/c.
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6. INTERLEUQUINA-12

6.1 ESTRUCTURA DE IL-12 Y SU RECEPTOR

Es una molécula compuesta por dos cadenas polipeptidicas N-
glicosiladas de 35 KDa y 40 KDa, respectivamente, codificadas por genes
distintos, localizados en diferentes cromosomas (cromosoma 3 y 5, en
humanos y cromosomas 6 y 11, en ratones, respectivamente), y que unidas
covalentemente por un puente disulfuro forman el heterodimero
bioldgicamente activo p70. La IL-12p40 puede producirse como mondomeros
libres u homodimeros (p40;) en cantidades que exceden las del
heterodimero IL-12p70. A diferencia de p40, p35 no se secreta en forma
monomérica. (Wolf y col., 1991; Merberg y col., 1992; Gately and Brunda,
1995; Trinchieri, 1995; Gately and Mulqueen, 1996; Gately y col., 1998;
Caspi, 1998; Gadina y col., 2003; Adorini, 2003).

El receptor de IL-12 (IL-12R) es un complejo glicoprotéico formado
por al menos dos subunidades [], (11 y [12, relacionadas estructuralmente con
la superfamilia de receptores de citoquinas tipo I. Los genes para la [J1 y []2
residen en los cromosomas 19p13.1 y 1p31.2, respectivamente. La afinidad
de IL-12 por cada una de ambas subunidades por separado es baja, se
requiere la co-expresion de las dos subunidades para que la citoquina se una
al receptor con elevada afinidad. La cadena p40 interacciona con la
subunidad []1 y la cadena p35 es la responsable de inducir la sefial bioldgica
al interaccionar predominantemente con la subunidad [J2. La expresion de la
subunidad responsable de ftransmitir la sefial, IL-12R-[];, es inducida tras

activacion antigénica via TCR, se mantiene en presencia de INF-[] y
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desaparece rdpidamente en presencia de IL-4. (Szabo y col., 1997; Caspi,
1998).

Al igual que muchos
receptores de citoquinas, el IL-12R
carece de actividad enzimdtica
infrinseca, de manera que
transduce la sefial a través de la
accion de la quinasa janus (JAKs)
(O'Shea y col.,, 2002). En
mamiferos hay 4 JAKs, tirosin
quinasa 2 (TYK2), JAK1, JAK2 y
JAK3. La TYK2 y JAK2 estdn

Figura 2

implicadas en la sefalizacién de la

IL-12; TYK2 se asocia con la subunidad [J1, y JAK2 con la subunidad [12 (Zou
y col., 1997). Tras la union del ligando al receptor, las JAKs asociadas al
receptor se activan mediante transfosforilacion. Las JAKs activadas, a su
vez, fosforilan las tirosinas localizadas en el dominio intracelular del IL-
12R, y estas fosfotirosinas forman un sitio de union para los transductores
de sefial y activadores de la transcripcion (STATs). Los STATSs unidos a las
cadenas del receptor fosforilado son también a su vez fosforilados por las
JAKs. Entonces, los STATs fosforilados dimerizan formando homo- o
heterodimeros, translocan al nicleo, se unen a secuencias especificas del

ADN, y modulan la expresién de genes (Figura 2). (Watford y col., 2003).

Aunque se ha demostrado que tanto STATI como STAT3 y STAT4 se
activan via IL-12, parece ser que STAT4 es la proteina mds especifica en la
via de sefializacion de IL-12. (Jacobson y col., 1995). En ratones knockout

de STAT4 estdn afectadas la produccién de IFN-[Jy la polarizacion hacia
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Th1 (Kaplany col., 1996). Se ha demostrado que los interferones de tipo I al
igual que la IL-12 activan STAT4 no sdlo en humanos sino también en

ratones (Nguyen y col., 2002).

6.2 FUENTE CELULAR Y DIANAS DE IL-12

Es una citoquina pleiotrdpica producida principalmente por células
fagociticas y APCs (monocitos-macréfagos, DCs) y, en menor extensidn,
leucocitos polimorfonucleares, mastocitos, células representativas del
tejido conectivo, células de Langerhans, queratinocitos, neutréfilos y células
del estroma timico (Ma y col., 1995; Cassatella y col., 1995; Kang y col.,
1996; Caspi, 1998; Adorini, 2003). (Figura 3).

Hay dos vias de produccién de IL-12: 1) Independiente de células T,
provocada por potentes inductores como LPS, bacterias Gram (+), bacterias
Gram (-) y pardsitos intracelulares, que activarian directamente a células
del sistema inmune innato a producir IL-12 (Takenaka y col., 1997; Caspi,
1998); 2) Dependiente de células T, potenciada por la interaccién entre
células productoras de IL-12 y células T activadas a través de moléculas
coestimuladoras como por ejemplo, CD40/CD40L, CD58/CD2 y B7/CD28.
(Kennedy y col., 1996; Takenakay col., 1997; Caspi, 1998).
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Sus principales dianas son células T y células NKs, aunque también
puede actuar directamente sobre células B y APCs. (Gately y col., 1992;
Gately y col., 1998; Caspi, 1998) (Figura 3).

Principales productores Principales dianas de
de IL-12 IL-12
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Figura 3
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6.3 ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LA IL-12

6.3.1 Regulacion de las respuestas Th1/Th2 mediante IL-12

Una de las actividades mds importante que ejerce la IL-12, es su
capacidad de regular el balance entre células Thl y Th2. Las células Thi
secretan IL-2 y INF-[] promoviendo asi la inmunidad mediada por células;
mientras que las Th2 producen IL-4, -5, -6, -10 y -13 (esta Ultima, como ya
comentamos anteriormente, también producida por células Thl en
determinadas circunstancias), facilitando la inmunidad humoral (Paul and
Seder, 1994). Estudios in vitro realizados con células de origen humano
(Marshall y col., 1995) y murino (Schmitt y col., 1994) y estudios in vivo
llevados a cabo en modelos murinos han demostrado que la IL-12 promueve
respuestas Thl, a través de tres vias: (1) promueve la diferenciacion de
células T nativas, durante el primer encuentro con el antigeno, hacia una
poblacién de células Thl capaces de producir grandes cantidades de IFN-[]
tras su activacion, (2) sirve de coestimulo necesario para una mdxima
secrecién de IFN-[] por células Thl diferenciadas que responden a un
antigeno especifico, y (3) estimula el desarrollo de células Thl productoras
de IFN-[] a partir de una poblacién de células T de memoria que
interaccionan con un antigeno con el que han sido previamente expuestas.

No obstante, a pesar del papel importante que juega el IFN-[Jen la
induccién del desarrollo de células Thl mediante IL-12, datos bibliogrdficos
que demuestran que la IL-12 es también capaz de inducir el desarrollo de
células Thl y suprimir el desarrollo de células Th2 independientemente de
IFN-J(Wang y col., 1994; Swihart y col., 1995; Wenner y col., 1996; Bradley
y col., 1996).
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Aunque mds cominmente se ha encontrado que la IL-12 promueve
respuestas Thl mientras inhibe la produccién de citoquinas Th2 como IL-4 o
TGF-[], bajo ciertas condiciones experimentales se ha observado que
también puede aumentar respuestas Th2 (Schmitt y col., 1994; Wynn y col.,
1995). El que la IL-12 inhiba o aumente respuestas Th2 parece ser
dependiente de la presencia en el medio de ofras citoquinas y del estado de

maduracion de las células T. (Gately y col., 1998).

6.3.2 Induccion de la secrecion de citoquinas mediada por IL-12

Otra de las propiedades de la IL-12 es su habilidad de inducir la
produccién de otras citoquinas, particularmente, grandes cantidades de
IFN-[a partir de células T nativas y de memoria, células NK y linfocitos B.
La produccién de IFN-[] inducida por IL-12 estd sinergisticamente
aumentada por una variedad de citoquinas que incluyen TNF-[], IL-1, IL-2 y
IL-18 por otro lado, la produccién de IFN-[]inducida por IL-12 disminuye
por la accion de la IL-4, IL-10y TGF-[]. (Trippy col., 1993).

La IL-12 también induce, en pequefias cantidades, la produccién de

otras citoquinas como el TNF-[], GM-CSF, IL-2, IL-8.
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6.3.3 Efectos de la IL-12 sobre respuestas mediadas por anticuerpos

La IL-12 puede aumentar o inhibir la inmunidad humoral, dependiendo
del isotipo de inmunoglobulina y del estimulo para la formacién del
anticuerpo. La administracion de IL-12 a ratones puede aumentar las
respuestas de anticuerpos IgG2a, Ig62b y Ig63 a antigenos proteicos
(6ermann and Rude, 1995). Estos isotipos estdn asociados a respuestas Thl.
Contrariamente, la IL-12 suprime las respuestas de anticuerpos Ig61y IgE,
Th2-dependientes, en una variedad de modelos experimentales (McKnight y
col., 1994). Sin embargo, bajo ciertas circunstancias en que es capaz de
aumentar la produccion de IL-4, la IL-12, puede aumentar la produccion de
IgE. (Wynn y col., 1995; Germann and Rude, 1995). En la mayoria de
modelos, el efecto de la IL-12 sobre la respuesta humoral son al menos
parcialmente mediados por IFN-[] aunque la IL-12 ejerce también un efecto

directo sobre células B. (Gately y col., 1998).

6.3.4 Otras actividades de la IL-12

La IL-12 tiene, ademds, la capacidad de incrementar la actividad
citotéxica de TCD8" y NKs y la de aumentar la expresién de proteinas
asociadas a la citotoxicidad como granzyme A, granzyme B y perforinas.

(Gately y col., 1998).

Ejerce un efecto sinergistico con activadores de proliferacién
linfocitaria (células alogénicas, [1CD3, lectinas, phorbol diester, IL-2),

aumentando la proliferacion de células T y NKs. Sin embargo, suprime la
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proliferacion de células T[Y[] y NKs inducida con elevadas dosis de IL-2.

(Perussiay col., 1992; Trinchieri and Scott, 1995).

Ademds, en combinacién con otros factores de crecimiento
hematopoyéticos, promueve el crecimiento de células progenitoras
hematopoyéticas in vitro, e induce focos hematopoyéticos extramedulares
en el bazo e higado de ratones tratados con IL-12. No obstante, un
prolongado tratamiento con elevadas dosis de IL-12 in vivo provoca anemia

severa y neutropenia. (Hirayama y col., 1994; Gately y col., 1998).

6.4 EFECTO DE LA IL-12 SOBRE ENFERMEDADES INFECCIOSAS

La IL-12 estd implicada en la respuesta inmune mediada por células que
se desarrolla en enfermedades infecciosas contra varios patdgenos
intracelulares confiriendo proteccion. Esta demostrado que el tratamiento
con anticuerpos anti-IL-12 inhibe la respuesta inmune protectora contra L.
major, Listeria m., T. Gondii, Yersinia enterocoliticay Candida albicans, en
los distintos modelos murinos que resultan de la infeccién con cada uno de
estos patdgenos. Ademds la administracion de IL-12 a cepas de raton
susceptibles a infecciones induce proteccién inmunoldgica. Este efecto
protector de la IL-12 es crucial en infecciones primarias, una vez
establecida la respuesta Thl protectora esta puede mantenerse de manera

independiente de IL-12. (Sedery col., 1996).
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6.5 EFECTO DE IL-12 SOBRE ENFERMEDADES AUTOINMUNES

6.5.1 Efecto de la IL-12 sobre enfermedades autoinmunes Organo-

Especificas

A diferencia de lo que ocurre en las enfermedades infecciosas, las
enfermedades autoinmunes drgano-especificas, que incluyen la encefalitis
autoinmune experimental (EAE), la colitis inducida por 2,4,6-dcido sulfirico
frinitrobenzeno, la diabetes en ratones NOD, la enfermedad intestinal
inflamatoria, la uveitis autoinmune experimental (EAU), estdan mediadas por
una respuesta Thl patogénica dependiente de IL-12 y que ademds es crucial
para el mantenimiento de la misma. El tratamiento con anti-IL-12 retrasa el
inicio, reduce la severidad y previene la progresion de este tipo de

enfermedades.

Sin embargo, aunque estd claramente documentada la necesidad de IL-
12 para generar células efectoras Thl autopatogénicas en la autoinmunidad
mediada por células en estos tipos de enfermedades, bajo ciertas
circunstancias puede también inhibir la patogénesis de la enfermedad. Este
efecto paraddjico de la IL-12 ha sido demostrado en numerosos modelos
experimentales de enfermedad autoinmune drgano-especificas tras la
administraciéon de IL-12 exdgena. Un ejemplo lo constituye la diabetes
inducida en ratones NOD: la administracién exdgena diaria de IL-12 acelera
la enfermedad obteniéndose el efecto contrario si se la administra de
manera intermitente (O'Hara y col., 1996; Caspi, 1998). En el modelo de
EAU, la IL-12 promueve la enfermedad cuando se afiade a cultivos de
linfocitos de donantes inmunizados con la proteina de la retina IRBP que son

subsiguientemente transferidos a receptores no tratados, y sin embargo
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ejerce un efecto protector con la administracion de la citoquina exdgena a
ratones inmunizados activamente con IRBP en adyuvante de Freund y toxina

de Bordetella pertussis.

Se han observado también efectos paraddjicos de otras citoquinas
asociadas con la patogénesis de la enfermedad en varios de estos modelos.
Por ejemplo, la administracién de anticuerpos anti-IFN-[] agrava la
enfermedad en el modelo murino de EAE mientras que la administracion de

rIFN-[Jejerce un efecto protector. (Burastero y col., 1998).

6.5.2 Efecto de IL-12 sobre enfermedades autoinmunes Sistémicas

El papel que juega la IL-12 en la patogénesis de las enfermedades
autoinmunes sistémicas permanece todavia por esclarecer. Se han descrito
resultados controvertidos dependientes de las dosis, el momento y la
manera en que es administrada esta citfoquina en esfte tipo de

enfermedades.

Hay varios estudios que demuestran que la IL-12 estd implicada en la
patogénesis de la nefritis Idpica desarrollada en las cepas de ratones MRL-
lpr/lpr y NZB. En particular, la inyeccién de IL-12 en el rifion de ratones
MRL-Fas™, mediante un sistema de transferencia génica que de manera
persistente libera la citoquina de forma local y sistémica, provoca la
enfermedad renal autoinmune favoreciendo la acumulacion intrarenal de
células T CD4", CD8" y doble negativas secretoras de INF-[] (Schwarting y
col., 1999).
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Existen también numerosos articulos que estudian el papel que la IL-12
puede tener en el desarrollo de la artritis en modelos experimentales. En el
modelo murino de artritis inducida mediante coldgeno tipo II (CIA),
Germann y colaboradores, demostraron que la administracion de IL-12
inducia artritis severa en ratones DBA/1 previamente inmunizados con
coldageno tipo II en adyuvante incompleto de Freund, a la vez que
incrementaba la incidencia del modelo de la enfermedad. En un estudio
posterior, Joosten y colaboradores (Joosten y col., 1999), demostraron que
la IL-12 regulaba diferencialmente el desarrollo de la artritis en fases
iniciales y tardias de la CIA y que esta regulacion diferencial dependia de la
induccién, mediada por la IL-12, de citoquinas endégenas como la IL-1[],
TNF-[1, IFN-Jy IL-10. Kasama utilizando el mismo modelo de artritis
demostré un efecto regulador bifdsico dosis-especifico de la IL-12 en el
desarrollo de esta enfermedad inducida en la cepa de ratones DBA/1J: la
administracion de dosis bajas de rmIL-12 (5 ng/dia) aceleraba el inicio e
incrementaba la severidad de la enfermedad, mientras que la administracion
de dosis elevadas (500 ng/dia) atenuaba la inflamacion artritica. Las dosis
bajas de IL-12 inducian la produccién de TNF-[] y las dosis elevadas
inducian la produccién de IL-10 y corticosterona y la supresién de los

hiveles de anticuerpos anticoldgenos. (Kasamay col., 1999).

Parks y colaboradores demostraron que la administracion i.p de un
vector adenoviral capaz de sobreexpresar de manera transitoria y sistémica
IL-12 en este mismo modelo murino de artritis inducida por coldgeno
aceleraba la progresion e incrementaba la severidad de la

enfermedad.(Parks y col., 1998).
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Rempel y colaboradores demostraron que la administracién i.p de rIL-
12 en el modelo murino OVA[] C57BL/6, Th2-dependiente, polarizaba la
respuesta Th2 hacia respuestas efectoras Thl. Concretamente,
incrementaban los niveles en suero de INF-[Jy disminuian los de IL-4 e IL-
10; inhibia la produccién de IgE e IgG1 y estimulaba la de IgG2a. (Rempel y
col., 1997).

También se ha demostrado el papel de la IL-12 como adyuvante en la
respuesta humoral, incrementando la produccién de Ig62a e Ig62b a través
de la accién directa sobre células B (Schmitt y col., 1997; Metzger y col.,
1997). Contrario a esto estdn los estudios basados en cultivos de linfocitos
procedentes de pacientes con LES que demostraron una disminucion de Igs
y Acs anti-ADNdc en presencia de IL-12. (Houssiau y col., 1997; Caspi,
1998).

6.6 EFECTO DE IL-12 SOBRE LA EICH

Los estudios in vivo del papel que juega la IL-12 en la induccién de la
EICH en el modelo murino [C57BL/6 X DBA/2]F1 no irradiado inyectado con
linfocitos de una u otra cepa parental, mediante la aplicacion de diferentes
protocolos de administracién de IL-12 exdgena, o mediante la heutralizacién
de la citoquina con anticuerpos anti-IL-12 mostraron que la IL-12 podia
estimular el desarrollo de la forma aguda de EICH en ratones que
normalmente deberian desarrollar la forma cronica de la enfermedad.

Concretamente, Charles S. Via 'y colaboradores, 1994, demostraron que
la administracién i.p. de 100 ng/dia de IL-12 durante los primeros 5 dias

después de la transferencia de células de la cepa parental DBA/2 en el
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hibrido BDF1 (modelo de EICH crdnica): 1) disminuia la produccién de
autoanticuerpos, especificamente, reducia de manera significativa el
incremento en suero de los niveles de IgG anti-ADN, que caracteriza el
modelo DBA/2[] BDF1; 2) reducia el incremento en los niveles en suero de
Ig61, Ig62a, Ig63 y IgE, que tienen lugar tipicamente en el modelo
DBA/2[] BDF1; 3) inducia actividad CTL contra el huésped; y 4) conducia a
la eliminacién de la mayoria de linfocitos T y B del huésped dos semanas
después de la transferencia de células parentales.

Eilidh Williamson y colaboradores, demostraron que la administracion
de 100 ng/dia de rmIL12 a partir del dia -1 hasta el dia 4 y luego desde el
dia 7 hasta el dia 11 post-induccion de la EICH, no sélo, convertia la forma
cronica de la enfermedad que se desarrollaba después de la transferencia
de células parentales DBA/2 en el hibrido BDF1, en un sindrome que
recuerda la forma aguda de la EICH, sino que, agravaba las consecuencias
sistémicas de esta variante de la enfermedad, con pérdida de peso, la
produccion de IFN-[] la disminucion de IL-10 e, induciendo el 100% de
mortalidad alrededor del dia 15 post-EICH.

Este mismo autor y colaboradores también demostraron que la
neutralizacién de IL-12 enddgena, mediante la administracién in vivo con
anticuerpo policlonal anti-IL-12 durante la fase aferente de la forma aguda
de la EICH que se desarrolla en el modelo C57BL/6[] BDF1, reducia
considerablemente las consecuencias patoldgicas e inmunopatoldgicas de
esta variante de EICH, de manera que no habia una pérdida de peso
significativa. También producia disminucion del porcentaje de mortalidad,
del grado de esplenomegalia y disminuia significativamente la produccién de
IFN-[a la vez que incrementaba de manera significativa la produccién de

IL-10 y disminuia la actividad de células NK. Sin embargo, el tfratamiento
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con anti-IL-12 no prevenia la generacién de actividad CTL anti-huésped que
acompafiaba los rasgos patolégicos de la forma aguda de la EICH.

Paradéjicamente, Sykes, M., 1995 y Yang, Y.-6., 1997 demostraron que
la administracion exdgena de IL-12 podia ejercer un efecto protector
contra la forma aguda de la EICH al ser inducida en el modelo p[] F1
irradiado letalmente. Este efecto inhibitorio que ejerce la IL-12 sobre la
EICH aguda se observé por primera vez en el modelo murino, A/J[] B10
(Sykes y col., 1995), y, mds tarde fue confirmado en otras combinaciones de
cepas murinas, incluyendo, B10.A[] B6, C3H[] B6 y BALB/c[] B6. (Dey y col.,
1998). En todos estos modelos existen diferencias en todo el MHC ademds
de en mlltiples antigenos menores de histocompatibilidad entre donante y
receptor. Sin embargo, en todos estos modelos la IL-12 ejerce un efecto
protector relativamente pobre contra la forma crénica de la EICH.

Con la inyeccidn i.p. de una simple dosis de 4900U/animal de IL-12 el
mismo dia de la induccién de la EICH en el modelo murino A/J[] B10 se
observé: 1) retraso en el comienzo de mortalidad y reduccion en el grado de
pérdida temprana del peso y otras manifestaciones clinicas debidas a la
forma aguda de la EICH; 2) efecto bifdsico sobre los niveles en suero de
IFN-[J aumentando los dias 2 y 3 y disminuyendo el dia 4 post-induccién de
la enfermedad; 3) alteraciones en la cinética de expansion de células T
donantes, obteniéndose una reduccion en los porcentajes de esplenocitos
CD4" y CD8" de origen donante el dia 4 post-induccion de la enfermedad y
un incremento en el porcentaje de esplenocitos CD8" donantes el dia 7; 4)
efecto protector aditivo con la administracion, ademds, de células de
médula ésea de origen del receptor deplecionadas de células T, y, 5) una
completa reconstitucion linfohematopoyética con células donantes en la
mayoria de los animales inducidos. De hecho, con una dnica inyeccién de IL-

12 a dosis tan bajas como 625 U/animal el mismo dia de la induccién de la
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enfermedad se conseguia una inhibicion significativa de la EICH. El andlisis
llevado a cabo en este mismo modelo después de la administracion de
repetidas dosis de IL-12 demostré aumento de mortalidad causada por la
toxicidad debida al exceso de citoquina. (Yang and Sykes, 1999).

También se ha observado que el tratamiento con una simple dosis de
IL-12 ejerce un efecto protector contra la EICH inducida en la combinacion
de cepas CBD2F1 (H-2kXd)[] B6D2F1 (H-2bxd) haploidénticas, aunque con
un grado de proteccién diferente al que proporciona la IL-12 en los modelos
murinos con diferencias en la totalidad del MHC mds en mdltiples antigenos
menores de histocompatibilidad. Una razén a este hecho podria ser el que
se consiguiera una mejora en la funcion inmune cuando donante y receptor
compartieran un haplotipo de MHC, confiriendo una mejor proteccion contra

infecciones que pudiesen iniciar la EICH. (Yang and Sykes, 1999).

Los resultados del estudio publicado por Okubo et al., 1999,
demuestran por primera vez un papel preventivo de la IL-12 en el desarrollo
de cEICH inducido en el modelo murino [DBA/2 [] (C57BL/10 X DBA/2)F1].
Bdsicamente, mediante la administraciéon i.m del pldsmido de ADN,
pCAGGSIL-12, que codifica para la IL-12, se altera la relacién IL-4/INF-[]
en suero, disminuyendo los niveles de IL-4, se suprime la
hipergamaglobulinemia, disminuyendo los niveles de Ig6 e IgGl y
aumentando los de IgG2a, baja la produccion de Acs anti-ADN y previene la
proteinuria y la glomerulonefritis mediada por inmunocomplejos,

disminuyendo los depdsitos de Igs, sobretodo del subtipo Ig&1.
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6.7 EFECTO DE IL-12 SOBRE EL SHOCK SEPTICO

A pesar de que TNF-[] e IL-12 juegan un papel importante en la
defensa contra microorganismos, una sobreproduccién de ambas citoquinas

juega un papel central en la patogénesis del shock séptico.

La letalidad que resulta del shock endotéxico inducido por LPS puede
prevenirse principalmente por inhibicion de la sintesis de INF-[] como

consecuencia de la neutralizacién de IL-12. (Germann and Rude, 1995).

6.8 EFECTO DE IL-12 SOBRE TUMORES

El tratamiento sistémico con dosis relativamente elevadas de IL-12
puede suprimir el crecimiento y metdstasis de ciertos tumores en varios

modelos experimentales realizados in vivo.

Los eventos moleculares y celulares que median una respuesta
antitumorogénica inducida por IL-12 son complejos. Mientras que en algunos
modelos experimentales el efecto protector parece ser mediado por células
TCD8", las células NK son las principalmente responsables en otros modelos.

(6ermann and Rude, 1995).
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6.9 REGULACION DE LA PRODUCCION Y FUNCION DE IL-12

A pesar de las evidencias que demuestran que IL-12 bajo ciertas
circunstancias ejerce un efecto preventivo sobre las enfermedades
autoinmunes, esta citoquina juega claramente un papel central promoviendo
fendmenos autoinmunes e inflamatorios. Ademds, se ha convertido en una
diana atractiva para el estudio de la modulacién de la respuesta
inmunoldgica. (Caspi, 1998). Incidir en los conocimientos acerca de los
mecanismos celulares y moleculares implicados en la produccién y
sefializacién de IL-12 proporcionardn gran ayuda en el disefio de estrategias
que alteren varias etapas de la via de actuacién de IL-12 con el fin de
modular las respuestas inmunes.

Las respuestas Thl se relacionan con antigenos presentados por
monocitos y células dendriticas, principales productores de IL-12.
Contrariamente, antigenos presentados por células B, que producen poca o
ninguna IL-12, tienden a inducir respuestas Th2 y a proteger contra

enfermedades autoinmunes. (Saoudi y col., 1995; Conboy y col., 1997).

La interaccién del receptor de CD40, expresado sobre células T, con el
ligando CD40 (CD40L) expresado sobre células presentadoras de antigeno
(APC), coestimula fuertemente la liberacién de IL-12 por estas. Esta
interaccion CD40/CD40L parece tener central importancia en la induccion y
mantenimiento de la autoinmunidad mediada por células, puesto que se ha
demostrado la inhabilidad de ratones knockout para CD40L a desarrollar
EAE. (Grewal y col., 1996). La posibilidad de interferir terapéuticamente
con la via de €D40 ha sido probado en los modelos murinos de EAE, EAU y

CA, y en todos ellos se ha demostrado que bloqueando la interaccion
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CD40/CD40L aminoraba la enfermedad. CD40L también parece jugar un
papel en algunos tipos de enfermedades autoinmunes sistémicas mediadas
por anticuerpos. Se ha observado una expresiéon anormalmente elevada de
CD40L sobre células B de ratones BXSB susceptibles al lupus y sobre
células T de pacientes con SLE. La union del CD40L expresado en linfocitos
T con el receptor CD40 expresado en linfocitos B conduce a las células T a
secretar IL-4, mientras que su unién con el CD40 expresado sobre
macréfagos productores de IL-12 conduce a las células T a secretar IFN-[]
En presencia de IL-4, IL-12 actda como un inductor de ambas células Thly
Th2 y fiene un efecto adyuvante potente sobre la respuesta inmune
humoral. (Schmitt y col., 1997).

IL-12 participa en un mecanismo de retroalimentacién positiva
promoviendo la secrecion de IFN-[]que, a su vez, induce la produccién de

IL-12. (Yoshiday col., 1994).

La IL-10 es un potente inhibidor de la produccién de IL-12. A su vez, la
IL-12 induce la produccién de IL-10 in vivo cuando es administrada a
ratones y coestimula la secrecién de IL-10 por células T humanas activadas
in vitro. De manera que, esta capacidad que tiene la IL-12 de inducir IL-10
representa un mecanismo de retroalimentacién negativo mediante el cual la
IL-12 limita sus propios efectos (Tripp y col., 1993; D'Andreay col., 1993).
Ejemplo de este mecanismo los encontramos en los modelos de ratones
deficientes en IL-10, estos desarrollan una colitis destructiva en respuesta
a su propia flora intestinal, que se puede prevenir mediante el tratamiento
con anticuerpos anti-IL-12. (Rennick y col., 1997). De esta forma, IL-10
constituye un mecanismo necesario y no redundante que controla respuestas
dirigidas por IL-12. La capacidad bien conocida de IL-10 de antagonizar la

produccién de INF-[] a través de células NK y células T se debe
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principalmente a que es capaz de inhibir la produccion de IL-12 y en parte
se debe a su habilidad de regular a la baja la expresién de moléculas

coestimuladoras como B7.

Las interleuquinas IL-4 e IL-13 actdan como antagonistas de IL-12 y
como se indica anteriormente en esta introduccion, IL-4 sinergiza con IL-10
in vivo para conferir proteccion frente a enfermedades. Sin embargo, bajo
ciertas circunstancias IL-4 puede potenciar la produccion de IL-12
dependiente de células T. Esto probablemente explica algunas
observaciones donde IL-4 aumenta inesperadamente la autoinmunidad Thl-
dependiente o revierte el beneficio de la terapia con IL-10. (Takenaka y
col., 1997; Caspi, 1998). La IL-13 comparte varias caracteristicas
funcionales y estructurales con IL-4, sin embargo, a diferencia de IL-4, IL-
13 es producida por ambos tipos celulares Thl y Th2, su produccion se
prolonga hasta después de la activacion celular, y la cantidad de IL-13 que
se produce es de 10 veces mds que la de IL-4 (de Vries, 1998). Elevados
niveles de IL-13 se han detectado en el suero de pacientes afectados de
esclerosis sistémica (una enfermedad mediada por células Thl) (Hasegawa y
col., 1997) y en el lavado broncoalveolar de pacientes con asma (una

enfermedad mediada por células Th2). (Huang y col., 1995).

Otro antagonista de la IL-12 es el TGF-[]. Esta potente citoquina anti-
inflamatoria inhibe la liberacién de IL-12 por células humanas y murinas,
previene la expresién de receptores de IL-12 de elevada afinidad, suprime
el desarrollo de Thl dirigido por IL-12, e inhibe la sintesis de INF-[]
provocada por IL-12 a partir de NKs murinas. (Schmitt y col., 1997; Caspi,

1998). Por otro lado, estda demostrado que la IL-12 suprime la produccidn de
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TGF-[] a través de un mecanismo al menos parcialmente dependiente de

IFN-[] (Gately y col., 1998; Watford y col., 2003).

Finalmente, un antagonista natural de IL-12 es el homodimero IL-
12p40, este compite con el heterodimero p70 por la union al receptor de IL-
12, evitando la consiguiente respuesta bioldgica. EI homodimero IL-12p40
antagoniza las funciones de IL-12 in vitro e in vivo. Ademds, la cadena p40
estd sobre producida en relacién a la cadena p35 por todos los tipos
celulares que produce IL-12 y sus niveles permanecen elevados después de
una estimulacion, mientras que los niveles de p70 decaen rdpidamente. Se ha
demostrado que el tratamiento de ratones NOD con dimeros de IL12p40
previene la diabetes sesgando la respuesta diabeto génica desde un
fenotipo Thl hacia un fenotipo Th2. El efecto de este tipo de terapia
permanece por determinar en otras enfermedades autoinmunes. (Gately and

Mulqueen, 1996; Adorini and Trembleau, 1997).

Otra aproximacion a la modificacion de la sefializacién via IL-12 implica
la interferencia con moléculas especificas de la via de transduccién de
sefiales de IL-12. Un ejemplo lo constituye la proteina STAT4, que, como se
menciona anteriormente, se considera la proteina mds especifica en la via de
sefializacion de IL-12. (Jacobson y col., 1995). Se ha demostrado que en
ratones con el gen STAT4 defectuoso desarrollan respuestas dependientes
de IL-12 alteradas y aumentan la diferenciacion de células Th2 debidas a un

defecto en la sefalizacion. (Kaplany col., 1996).
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Objetivos

OBJETIVOS

1. Analizar el papel que juega la IL-12 en la regulacion del balance entre
células Thly Th2 en el modelo de enfermedad crénica de injerto contra el
huésped inducido en ratones [BALB/c x A/J]F1 (=CAF1), mediante la
inyeccion de células del bazo y ganglios linfdticos de ratones BALB/c,

desarrollado previamente en nuestro laboratorio.

2. Estudiar la influencia de la IL-12 sobre el desarrollo de signos de
artritis y glomerulonefritis en dicho modelo murino de enfermedad crdnica
de injerto contra el huésped (EICH) con un background BALB/c que puede
desarrollar espontdneamente poli-artropatias inflamatorias crénicas
semejantes a la artritis reumatoide del hombre y al que datos anteriores

del laboratorio mostraron la aparicién de signos de artritis y LES.

3. Analizar posibles mecanismos que protegen al huésped de la induccion
de la forma aguda de la enfermedad de injerto contra el huésped en un
modelo que presenta diferencias en antigenos del complejo mayor de

histocompatibilidad de clase I y IT.

4, Analizar la capacidad de la IL-12 en incidir sobre el anidamiento de

células donantes en los tejidos hematopoyéticos del huésped.
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Materiales y Métodos

1. CEPAS DE RATONES

Se han utilizado ratones hembras libres de patdgenos de la cepa

BALB/c y del hibrido (BALB/c x A/J)F1, CAF1, de edades comprendidas

entre 8 y 14 semanas, procedentes de los laboratorios IffaCredo y Jackson,

respectivamente. En la tabla 2 se muestra la distribucién de alelos del

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y Mls de estas cepas.

Tabla 2
H-2 Mls
Cepa | Haplotipo | K B Aa Eb Ea D |1]2
BALB/c d d d d d d d | bl a
A/J a k k k k k d | bl a
CAF1 a/d k/d k/d k/d k/d  k/d d |bla
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Todos estos animales se han mantenido en nuestro departamento de
estabulacién en las condiciones habituales de higiene, distribuidos
individualmente. La temperatura ambiental se mantuvo a 20 = 1° C. La
composicién del pienso se detalla en la Tabla 3.

En ninguna de estas cepas se ha descrito la aparicién de lesiones

autoinmunes espontdneas a la edad de 1 afo.

Tabla 3: Composicién del pienso VAR-A-04 (Comercial Pan-Lab)

Almidon ..., 43,3%
Proteina bruta ......... 17,62

Grasa bruta ............. 2,50%
Celulosa ..................... 4,05%
Cenizas .......coooeuunn.. 4,38%
Calcio ..., 0,66%
Fésforo ... 0,49%
Humedad .................... 10,54%
S0di0 . 0,14%
LisSing ...ccccoeveevereenrinns 0,85%
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2. INDUCCION DE EICH EN EL MODELO EXPERIMENTAL:
BALB/c [] [ BALB/c X A/J JF1 (CAF1)

La induccion de la EICH en el modelo murino experimental BALB/c []
CAF1 se consigue mediante dos administraciones por via intravenosa, los
dias 1y 5, de células inmunocompetentes de bazo y ganglio linfdtico de
animales de la cepa donante BALB/c a ratones de la cepa receptora [Balb/c
x A/J]F1 (CAF1).

F——t+——+— Dias Figura 4
012 3465

A &E:gg -

Balb/c (H-2d)  [Balbic = A/TIF1 (H-2d/K)

2.1 OBTENCION DEL INJERTO
Protocolo de obtencidn del injerto:
a) Para la obtencién de células donantes, se sacrificaron dos ratones
Balb/c por cada receptor CAF1 por dislocacién cervical y se

desinfectaron por inmersién en bafos sucesivos de alcohol yodado,

alcohol de 70° C y suero fisioldgico estéril.
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b) Se extrajeron el bazo y los ganglios linfdticos submandibulares,
tordcicos y axilares en condiciones estériles (en cdmara de flujo
laminar), y se transfirieron a placas de petri que contenian PBS 1X
estéril suplementado con 10% de suero bovino fetal y 1%

Penicilina/Estreptomicina (Antibidticos S.A.).

c) Para la obtencion de células del bazo, se practicé una incision en un
extremo del mismo de manera que haciendo un barrido
longitudinalmente con dos asas formadas con agujas de insulina las
células salieron hasta quedar la cdpsula vacia separada. La suspensién
celular, previamente disgregada con la ayuda de pipeta Pasteur se
transfirié a tubos estériles de 10 ml y se centrifugé a 2000 rpm

durante 5 miny a 4° C.

d) El sobrenadante se eliminé y el botén celular se lavé una vez con
suero fisioldgico suplementado con antibiéticos, centrifugando en las

mismas condiciones.

e) A continuacidn, se lisaron los hematies contenidos en esta suspension
celular mediante la resuspensién del precipitado de células en 3 ml de

una solucidn de lisis estéril:

10 ml Tris 0.17M
90 ml Cloruro Amdnico

(pH 7.2)

f) Después de centrifugar de nuevo igual que anteriormente, se lavaron
las células dos veces con suero fisioldgico suplementado con
antibiéticos.
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g) Tras decantar el sobrenadante del dltimo lavado, se resuspendié el

precipitado con 3 ml de suero fisiolégico suplementado con
antibidticos y, después de filtrar el contenido mediante una columna

de lana de vidrio, se analizé la viabilidad celular.

h) Para obtener las células de los ganglios linfdticos, se trituraron estos

con un homogeneizador de 5 ml de capacidad en suero fisioldgico
suplementado con antibiéticos. A continuacién, se procedié de la

misma manera que para la obtencion de la suspensién celular del bazo.

Finalmente, se mezclaron las dos suspensiones celulares de bazo y
ganglios y se ajusté la suspensién resultante a un volumen
determinado de suero fisioldgico suplementado con antibioticos de
manera que cada animal receptor recibié por via intravenosa un total
de 2x107 células ganglionares y 7x10” células del bazo en un volumen
final de 50 ul, 30 min después de la inyeccidn intraperitoneal de 50

U.I. de heparina sddica Rovi.

2.2 ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR

En tubos de 1 ml de capacidad, se mezclaron volimenes iguales de la

suspension celular y de azul tripan (solucién stock 1 mg/ml en suero
fisioldgico). Después de unos minutos de incubacion se dispensé una alicuota
sobre una cdmara de contaje (Glasstic Slide 10) y se conté la viabilidad en
un microscopio optico. Las células tefiidas corresponden a las muertas y en

todos los casos, la viabilidad de las células oscilé entre 85-95%.
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3. TRATAMIENTO CON INTERLEUQUINAS

3.1 TRATAMIENTO CON rmIL-12

Los animales recibieron una dosis final de 2 ug (5500 Unidades) de IL-
12 murina recombinante (rmIL-12) (proporcionada por Genetics Institute,
Cambridge, MA) (actividad especifica 2,75 x 10° U/mg), disuelta en un
volumen de 50 ul, en suero fisioldgico con 1% de suero murino CAF1, y
administrada antes de la inyeccién de células semialogénicas por via

intraperitoneal.

Se seleccionaron 2 protocolos de administracion: a) de forma
fraccionada, durante 5 dias desde la primera hasta la sequnda inyeccién de
células semialogénicas, o bien, b) en una dnica administracion, 1 hora antes

de la primera inyeccion de células semialogénicas. (Figura b).

Las pautas y dosis de administracién se seleccionaron segun datos
bibliogrdficos (Sykes y col., 1995; Dey y col., 1998) y en base a estudios
preliminares que mostraron una mortalidad del 100% (4/4) de los animales
antes de 15 dias de la induccién de la EICH al incrementar la dosis de IL-12

a 2,47 ug. (6800 V).
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Diias

Céls. semlalngemcas

@@

rmIL 12

Balb/c (H-2d)  [Balb/ex 4/ TIFL (H-2d/K)

Figura 5

No existen diferencias en el efecto que la IL-12 ejerce sobre la
polarizacion Th1/Th2 entre dosis de IL-12 que varian de 330 a 5500 U, o
entre administrar la IL-12 de 1 a 60 min antes de la inyeccién del antigeno o
células alogénicas, segln datos bibliograficos (Sykes y col., 1999; Dey y col.,
1998), o entre administrar la IL-12 (entre 4900 U y 6500 U) de forma
fraccionada o en una Unica dosis, segin nuestra experiencia en el modelo

CAF1+BALB/c.
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3.2 TRATAMIENTO CON rmIL-4

Empleamos una dosis final de 7500 ng de rmIL-4 (R&D systems,
Endogen) (actividad especifica: ED50= 1-2 ng/ml), administrada de forma
fraccionada a razén de tres inyecciones al dia durante 5 dias, entre la
primera y segunda administracién de células semialogénicas, segln protocolo

descrito en la bibliografia (Fowler y col., 1994).

4. GRUPOS DE ESTUDIO

4.1 MODELOS EXPERIMENTALES DE EICH

Modelo 1: 41 ratones hembras CAF1 de edades comprendidas entre 8 y 14
semanas se utilizaron como receptores de células semialogénicas
procedentes de ratones hembras de la cepa donante BALB/c:

0 7 animales fueron sacrificados a los 2 dias de evolucién de la enfermedad.
0 5 animales fueron sacrificados a los 4 dias de evolucién de la enfermedad.
0 5 animales fueron sacrificados a los 7 dias de evolucién de la enfermedad.
0 4 animales fueron sacrificados a los 10 dias de evolucién de la
enfermedad.

0 y 20 animales fueron sacrificados a los 5-6 meses de evolucién de la

enfermedad.

Modelo 2: 42 ratones hembras CAF1, receptores de células semialogénicas

procedentes de ratones hembras de la cepa donante BALB/c, de la misma
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edad que el modelo anterior, fueron tratados con 2 ug (5500 U) de rmIL-

12. De este grupo:

0 23 ratones recibieron rmIL-12 de forma fraccionada a razén de 0.4 ug
de IL-12/dia durante 5 dias consecutivos entre la primera y segunda
administracién de células semialogénicas, por via intraperitoneal.

0 9 animales de este grupo fueron sacrificados a los 2 dias de evolucion de
la enfermedad.

0 5 animales fueron sacrificados a los 4 dias de evolucién de la enfermedad.
0 5 animales fueron sacrificados a los 7 dias de evolucién de la enfermedad.
0 4 animales fueron sacrificados a los 10 dias de evolucién de la

enfermedad.

0 19 ratones recibieron IL-12 en una Unica dosis por via intraperitoneal 1
hora antes de la primera administracién de células semialogénicas. Este
grupo de animales fue sacrificado a los 5-6 meses de evolucion de la

enfermedad.

4.2 GRUPOS CONTROL

Control 1: Como grupo control de la induccion de una respuesta Th-2, 6
ratones hembras CAF1 fueron receptores de células semialogénicas de
ratones hembras de la cepa donante BALB/c y fueron tratados con 7500 ng
de IL-4 suministrada por via intraperitoneal de forma fraccionada a razon
de 3 inyecciones/dia durante 5 dias, entre la primera y segunda

administracion de células semialogénicas, de la misma edad, sexo que los
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animales de los modelos anteriores, y sacrificados a los 3-5 meses después

de la administracion de células donantes.

Control 2: 8 animales CAF1 que recibieron estimulo singénico con células
linfoides de la cepa CAF1 los dias 1y 5, de la misma edad y sexo que los
individuos de los modelos anteriores, sacrificados entre los 5-6 meses de
evolucién de la enfermedad después de obtener semanalmente muestras de

sangre de los mismos.

Control 3: 8 animales CAF1 que recibieron estimulo singénico los dias 1y 5y
fueron tratados con 2 ug de IL-12 suministrada en una Unica dosis por via
intraperitoneal 1 hora antes de la primera administracién de células
semialogénicas, de la misma edad y sexo que los individuos de los modelos
anteriores, sangrados semanalmente y sacrificados entre los 5-6 meses de

evolucién de la enfermedad.
Control 4: 24 animales CAF1 que no recibieron ningin estimulo ni

tratamiento previo, de la misma edad, sexo que los animales con enfermedad

de ICH.
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La siguiente tabla resume de forma esquemdtica todos los grupos

analizados en este estudio mencionados anteriormente.

Tabla 4

Grupos de N*? Cepa Cepa Tratamiento

estudio  Animales Receptora Donante  administrado
Modelo 1 41 CAF1 BALB/c -
Modelo 2 42 CAF1 BALB/c rmIL12
Control 1 6 CAF1 BALB/c rmIL4
Control 2 8 CAF1 CAF1 -
Control 3 8 CAF1 CAF1 rmIL-12
Control 4 24 CAF1 - -

5. ESTUDIOS CLINICOS

Todos los animales a los que se les indujo la reaccién del ICH y todos
los animales de los grupos control, tratados o no con citoquinas, que fueron
sacrificados a largo plazo, se examinaron semanalmente a partir de la
segunda administracién de células donantes hasta el momento de
sacrificarlos. De todos ellos se valoraron los parametros clinicos: lesiones
de piel (vasculitis, alopecias y dreas de esclerosis), signos inflamatorios
articulares y, presencia de proteinas en la orina mediante el test comercial

de Combur (Boehringer Mannheim).

También con igual periodicidad se sangraron por el plexo retroorbital,
para la obtencién de muestras del plasma, obteniéndose la primera sangria
(sangria a t=0) antes de la induccion de la enfermedad. La extraccion de

sangre se realizé utilizando pipetas Pasteur estiradas y esterilizadas por
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autoclavado y se recogié en tubos de pldstico heparinizados. El plasma se
separé mediante dos centrifugaciones de 10 min cada una a 2000 rpm a

temperatura ambiente y se guardé a -20° C hasta su andlisis.

6. ESTUDIOS HISTOLOGICOS

6.1 OBTENCION DE TEJIDOS

En el momento de la autopsia de los animales en estudio, se extrajeron:
las 4 extremidades, el bazo, el timo, muestras de higado y de rifién y 2-4
ganglios linfaticos. En algunos casos la eleccién del momento de sacrificio se
vio condicionada por la gravedad de la enfermedad que manifestaba el

animal.

Proceso de la autopsia:

0 Las 4 extremidades fueron fijadas con una solucién de formol al 10% en
agua destilada, posteriormente fueron descalcificadas y después se
incluyeron en bloques de parafina que se guardaron a temperatura ambiente
hasta el momento de ser procesados para el estudio histolégico mediante la

tincion de hematoxilina-eosina.

0 Las muestras de timo y bazo se dividieron en 2: una muestra se utilizo
para obtener una suspensién de células timicas y de esplenocitos,
respectivamente, siguiendo la misma metodologia que se describe en el
apartado 2.1 para la obtencién de células de ganglio linfdtico y bazo,

respectivamente. Estas suspensiones celulares se emplearon para los
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estudios de las subpoblaciones linfocitarias y niveles de quimerismo,
mediante citometria de flujo y, en el caso del bazo, para la valoracién de los
niveles de citoquinas en sobrenadantes de cultivos de esplenocitos,
mediante la técnica de ELISA. La segunda muestra de ambos tejidos se
congelé directamente en nitrégeno liquido y se almacené a -80° C para el
andlisis del ARNm de diversas citoquinas mediante la técnica de ensayo de

proteccién contra RNasas.

0 Las muestras de higado, rifion y los ganglios linfdticos se trocearon con
bisturi en pequefios fragmentos que agrupados en bloques de tres, un
fragmento de cada tipo tisular, utilizando OCT como medio de inclusién, se
congelaron en nitrdogeno liquido. Finalmente las piezas se guardaron a -80° C
hasta el momento de la realizacién del estudio histoldgico (mediante la
tincion de hematoxilina-eosina) y la realizacion del estudio inmunoldgico

(mediante la técnica de inmunofluorescencia directa).

6.2 TINCION HEMATOXILINA-EOSINA

Los bloques de tejidos formados a partir de fragmentos de higado,
rifndn y ganglios que habian sido congelados en platinas con nitrégeno liquido
y guardados a -80° C, se cortaron en un criostato Leitz a 4 um de grosor.
Los cortes se recogieron desde la cuchilla del criostato con un portaobjeto.
Algunos cortes criostdticos sirvieron para el estudio inmunoldgico y fueron
tratados tal y como se describe en el apartado 5.2.3, y ofros se tifieron con
hematoxilina-eosina para el estudio histoldgico tal y como indica el siguiente

protocolo:
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a)

Se hidrataron los cortes tisulares sumergiendo los portaobjetos en
bafios sucesivos de xilol, etanol absoluto, etanol de 70° C y agua

corriente, durante 5 min cada lavado.

b) A continuacién, se tifieron sumergiendo los portaobjetos en una

solucién acuosa de hematoxilina de Harris (Merck) por espacio de 5

min.

Después de lavar los portaobjetos durante 10 min con agua corriente,
para eliminar el exceso de hematoxilina de Harris, se tifieron con una

solucién de Eosina (Merck) preparada al 1% en alcohol de 35° C.

d) Se lavaron y deshidrataron las muestras sumergiendo los

direc

portaobjetos en bafios sucesivos de etanol de 70° C, etanol absoluto y

xilol, durante 5 min cada lavado.

Finalmente, se montaron las preparaciones depositando sobre la
muestra una gota de resina DPX-Ex.LI, y a continuacién el
cubreobjeto, para su posterior observacién al microscopio Zeiss
Axiuscop, equipado con fuente luminica y ultravioleta y con equipo de

fotografia digital cdmara Spot RT.

A partir de los bloques de parafina que contenian las extremidades, se

realizaron cortes de 4-7 um de grosor con un micrétomo Leitz. Estos cortes

se incubaron en un bafio de agua a 60° C y de alli se recogieron

tamente con portaobjetos. A continuacidn, se procedié a la tincién con

hematoxilina-eosina como se describe en el pdrrafo anterior. (Ensayo
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realizado por la Unidad de Anatomia Patolégica de la Facultad de

Veterinaria de la UAB).

6.3 INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

Los cortes criostdticos destinados al estudio inmunoldgico fueron

tratados como indica el siguiente protocolo:

a) Se fij6 la muestra sumergiendo los portaobjetos en acetona (Merck)

durante 3 min.

b) Se secaron los portaobjetos con la ayuda de un secador de mano y a
continuacion se lavaron con solucién tamponada (PBS: 0.15M NaCl
(Merck puris.), 0.5 M fosfato sddico (Merk puris.) pH 7.4) durante 10

min.

c) Se incubaron con anticuerpos purificados de conejo, anti-
inmunoglobulinas de ratén marcados con fluoresceina (DAKO) diluidos

1/20 en PBS X1, durante 20 min.

d) Se lavaron los portaobjetos de nuevo con PBS X1 durante 20 min,

realizando cuatro cambios.

e) Finalmente, se montaron los portaobjetos depositando una gota de
glicerol tamponado (Bio-Merieux) sobre el corte y a continuacién un
cubreobjeto. Para el andlisis de los resultados se utilizé un
microscopio Zeiss Axioskop de fluorescencia.
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7. ESTUDIOS SEROLOGICOS

7.1 DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTINUCLEARES (ANAS)
POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI) SOBRE TEJIDOS
DE RATA.

7.1.1 Preparacion de los tejidos

a)

b)

d)

De una rata recién sacrificada por dislocacion cervical, se extrajeron

el higado, los rifiones, el estémago y el timo.

Sobre una superficie himeda en PBS 1x, se trocearon con bisturi en
fragmentos de 2 a 4 mm de arista, y se formaron bloques juntando un
trozo de cada tipo tisular sobre un pedazo de cartulina del mismo
tamafio que contenia una gota de resina Tissue-Tek OCT 4583
(Sakura Finetechnical Co.) como medio de inclusién. PBS (pH 7.4):

0.5 M Fosfato sddico

150 mM NaCl

Inmediatamente después, se congelar