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1.- Resumen

El términoretinoideenglobaun grupo de compuestosque incluye al ácido retinoico

(AR), el retinol (ROL) y unasedede derivadosnaturalesy sintéticosquepresentanactividad

tipo vitaminaA. El retinol ejercesusefectosatravésde la interaccióndel complejoretinoide-

receptornuclearderetinoideconregionespromotorasdel DNA nuclearde genesinduciblespor

ácidoretinoico.

Los retinoides en general ejercen fUnciones muy importantesen la regulación,

diferenciacióny homeostasisdel desarrollode vertebrados;además,cadavez seimplicanmás

a estasmoléculasen el desarrolloy maduraciónde granvadedadde tipos celulares(incluidas

lasdel sistemainmune),asícomoenel tratamientodediversaspatologías:cáncer,enfermedades

dermatológicase inmunodeficiencias.

Mediante el estudiode la proliferacióncelular en células mononuclearesde sangre

periférica(PBMCs),seha analizadoel papeldel ROL en linfocitos previamenteactivadoscon

un amplio panel de mitógenos.Sehautilizado tantoROL como AR observándoseun mayor

efectodel ROL, seha estandarizadola concentraciónóptima de ROL y cual es el momento

adecuadodela adicióndel mismo.El efectoobservadoesrealmenteun aumentode proliferación

celulary no unadisminuciónde la posibleapoptosisinducidaal estimularvía CD3.

Unode losmecanismospor los queel ROL modulala mitogénesisatravésde CD3, es

la inducción de la producciónde IL-2 e lEN-y en PBMCs estimuladaspreviamentecon

anticuerposmonoclonalesanti-CD3.No sehanobservadoefectosaditivosdel ROL sobrela

síntesisde otrascitocinas como IL-4, 1-6, It- 10 lo que claramentesugiereun perfil de

activacióntipo Thl.

Además,lasPBMCsqueseestimularonconanticuerposanti-CD3 y posteriormentecon

ROL hanmostradoun aumentodeporcentajede expresióny de densidadcelularen diversos

marcadoresde activaciónde célulasT (CD18, CD4SRO,CD25). El aumentode expresiónde

LuisM AllendeMartínez



1.- Resumen ‘3

estosmarcadoresestáen relacióncon la existenciade regionesde uniónde retinoidessobrelos

promotoresde los genesdeestasmoléculas.

Porúltimo, sehaestudiadoel efectodel ROL sobrelinfocitos T activadosdediferentes

inmunodeficienciasencontrándosequesólo en aquelloscasosen que la vía de activacióndel

CD3 seencuentraintacta,el efectodelROL persiste.Estoshallazgospermitenplantearsuuso

terapéuticoen determinadasinmunodeficiencias.

LuisM AllendeMartínez
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11.1.-LOS RETINOLDES

Los retinoidesson una seriede compuestosderivadosde la vitamina A que se han

reveladomuy importantesparanumerososprocesosbiológicostalescomoel crecimiento,la

regulacióndela proliferacióny diferenciaciónde los tejidosepiteliales,el mantenimientode las

funcionesvisualesy en la reproducción.

Los efectosanti-infectivosdela vitaminaA son conocidosdesdehacetiempo,aunque

E su mecanismode acciónen el sistemainmuneno estotalmenteconocido.En los últimos afios

¡ sehanidentificandolos receptoresdel ácidoretinoico,pertenecenaunafamilia multigénicade

receptoresnuclearesque incluye los receptorespara las hormonasesteroideas,tiroideasy

U vitaminaD3, atravésde los cualeslos retinoidesejerceríansusfUnciones.

E
11.1.1.-ESTRUCTURA Y BIOACTIVIDAD DE RETINOIDES

La vitaminaA esun compuestoisoprenoideformadopor un anillo carbociclicode 6

3 miembrosy unacadenalateralde 11 átomosdecarbono.Perteneceaunafamilia de moléculas

¡ conestructurasimilar quesedenominandemodogenéricoretinoides(Figura 1). La actividad

de la vitamina A en los mamíferossedebeno sólo a los retinoides,sino tambiéna ciertos

U carotenosampliamentedistribuidosen la mayoríade los vegetales.Los carotenosno poseen

actividadintrínsecadevitaminaA porsi mismos,perosonconvenidosen vitaminaA mediante

reaccionesenzimáticasquetienenlugarenla mucosaintestinaly en el hígado:asíel ¡3-caroteno,

U cuyamoléculaessimétrica,seescindepor su centroy rindedosmoléculasde retinol.

Los retinoidesson una familia de moléculasde bajo pesomolecular, derivadasde

moléculashidrofóbicasde lavitaminaA Estoscompuestosexhibensusefectosen el crecimiento

y diferenciaciónde muchostejidoscelularesy suempleohamostradoserrelevanteclínicamente

3 parael tratamientode algunostiposde cáncery deenfermedadesdermatológicas.

3 Los retinoidesquellevanacaboesasfUncionesprimordialesson: retinol (vitaminaA),

LuisM AllendeMartínez
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II.- Introducción 6

ácidoretinoicoy otrosmetabolitos.El ácidoretinoicoesla forma oxidadadel retinol, siendoel

ácido retinoicotodo-trans(AT-RA) y el ácido 9-cis retinoico (9-cisRA) susisómerosmás

comunes.Algunosretinoidesno sonfuncionales,sinomoléculasde almacenamientoinactivas,

precursoresmetabólicoso derivadosde las formasactivas.

‘N ~

Acido rcdnoico todo-trans

~aicfrd6i>

Esteres dc rdinol
(Almacaiamiwto) ~1’

1
OH

OH
1 4-hidroxi-4. ¡4 retroretinol
(Activación del crecimiento)

O
II
C—OH

Ácida 9-ctsretinoico

(Diferenciación) ~—

c= o
OH o

II
C — OH

-r
ÁcIdo 3,4 diddddro retinoico

(Diferenciación>

o
II
C — OH

— —
Anhidroretinof

(Inhibición del crecimiento)

Figura1. Estructurade algunosret¡noides

La estructurade lavitaminaA y algunosde susmetabolitossemuestranen la figura 1.

La mayoríade los estudiosdeteratogénesissecentranen el estudiodel ácidoretinoicotodo-

trans(AT-RA), aunquesusesteroisómeros[elácido9-cis retinoico (9-cisRA) y el ácido 13-cís

retinoico(13-cisRA)] tambiénexhibenlasmismasfuncionesbiológicasqueel AT-RA.
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U Los cambiosen laestructuradel anillo carbocíclicoresultanen diferentescomponentes
bioactivostalescomo: el ácido3,4 didehidroretinoicoy el ácido4-oxoretinoico(Sporn, 1994),

U importantes en diferenciación celular. Dos derivados del ?etinol que han mostrado ser

importantesparael crecimientode algunascélulasen cultivo, son el anhidroretinoly el 14-

hidroxi- 4, 14 retroretinol (14-HRIR) (Eppinger, 1993). El 14-HRR se requiere para el

crecimientode célulaslinfoides mientrasqueel anhidroretinolactúacomoun antagonistade 14-

U HRReinhibeel crecimientode lascélulaslinfoides. Ademáshayunagran variedadde derivados

U sintéticosde los retinoidesquesehanutilizado en diferentesensayos“in vitro” (Fanjul, 1994).

U 11.1.2.-METABOLISMO DE LOS RETINOIDES

El término “vitamina A’ es empleadopara los retinoidesque muestranactividad

¡ biológicadeltipo “vitamina A”. La palabraretinoidefueacuñadaporSporn hacemásde 25 años

eincluyelas formasnaturalde lavitaminaA (retinol)y susanálogossintéticos(DeLuca,1991).

Los sereshumanosrequierencantidadespequeñasde vitamina A en su dieta (400 a

¡ 1300¡ig de retinol por día, segúnla edad).Estacantidadse puedeingerir fácilmenteen la

alimentacióndiariaenla mayoríade los paisesoccidentales,peroseha demostradoque unadieta

deficitariade vitaminaA (especialmenteen niños)esun problemade salud comúnen algunas

3 partesdel mundo,dandocomoresultadoxeroftalmiay un incrementode infeccionesseverasy

muerte(Semba,1994;dePee, 1996).

1 Absorciónintestinaldel retinol

Lasfuentesprincipalesde vitaminaA en la dietason los carotenosprocedentesde frutas

¡ y verdurasy los ésteresde retinol procedentesde los tejidos animales(especialmentedel

hígado).

3 En cadacasola absorciónseproducede forma diferente(Figura2):

U a) En el caso de los carotenos,son absorbidoscomo talesy escindidosa retinal en los

LuisM AllendeMartínez
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enterocitos(Ong, 1993).El retinal seuneaunaproteinaintestinal (CRIBPII), la cual le protege

de su oxidacióna ácidoretinoicoy permitela reduccióndel retinal al retinol.

b) Por otra parte, los ésteresde retinol (ER) sufren una hidrólisis en el lumen intestinal

transformándoseen retinol, de estaforma sonabsorbidospor los enterocitosy ya comoen el

casoanteriorseunenaCRBPII.

En los enterocitosel complejoretinol-CRBPIIreaccionaconácidosgrasosde cadena

¡ —. largaformandolos ésteresde retinol, esteprocesoes catalizadopor la enzimalecitina: retinol

¡ acil transferasa(LRAT) (Matsuura,1993; Ong, 1987b).Losésteresde retinol formadosjunto

conlos triglicéridosy los ésteresde colesterolson incorporadosen los quilomicronesque son

E las principaleslipoproteinasintestinales.

¡ Transponeen forma de Quilomicrones

El componenteproteicodelos quiomicronesesextraordinariamenteimportanteporque

los ésteresde retinol formadosson incapacespor sí solosde pasaral liquido linfático. Las

U proteínasqueformanpartedela estructuradelos quilomicronesformanuna cubiertahidrofilica

alrededorde dichos ésteres,haciéndoloshidrosolubles.Unavez en el sistemalinfático, los

quilomicronessontransportadosatravésdel conductotorácicohastael puntode uniónde las

U venasyugulary subclavia,dondeson secretadosala circulacióngeneral.Ya en la sangrese

¡ sucederándistintos procesoscomo la hidrólisis de triaciiglicerol y el intercambio de

apolipoproteinasqueoriginarála formaciónde quilomicronesremanentes(Green,1981). Los

quilomicronesremanentescontienentodoel retinol absorbidoenforma de ésteresderetinol, son

¡ aclaradospor célulasdel parénquimahepático(Blomhoff, 1984;Figura2), y puedenseguirdos

¡ vias:

a) Vía Extrahepática.

U Los quilomicronesremanentesson importantesen la entregadirectade los ésteresde

retinola tejidoscomola médulay el bazoya queen estostejidossedanimportantesprocesos

LuisM AllendeMartínez
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¡ de proliferacióncelulary diferenciación,Enlas célulasleucémicasmieloidesseha visto cómo

los quilomícronesaportanésteresderetinol inhibiendola proliferacióncelulare induciendola

diferenciaciónde esascélulas(Wathne,1988).

¡ b) Via hepática.

¡ En el hígado, las células parenquimales(hepatocitos)son responsablesde la

incorporaciónde losésteresderetinol (Blomhoff, 1984), estossonhidrolizadosen la membrana

U plasmáticao en los endosomastempranospor una hidrolasade ésteresde retinol (1-larrison,

¡ 1989) liberandoretinol, que estransferidoal reticulo endoplásmico(RE) (Blomhoff, 1985);

dentro del RE el retinol se acomplejacon unaproteínaunidorade retinol (RBP) que se

U encuentraa alta concentración.El complejoRBP-retinolsetranslocaal aparatodegolgi, se

¡ secretay seexportaa las célulasestrelladashepáticas.

Esatransferenciaesbastanteespecíficay ya en las célulasestrelladasel retinol vuelve

aserre-esterificadoa ésteresde retinol. En mamíferosmásdel 80%del total de vitaminaA es

U almacenadoenlascélulasestrelladashepáticasen forma de ésteresde retinol (Blomhoftl98S);

¡ esareservaes suficienteen humanosal menosdurantevarios meses.Las célulasestrelladas

almacenanésteresde retinol en grandesgotaslipídicas citoplasmáticas,dondeel tamañoy

¡ númerode lascualesdependede la cantidaddevitaminaA presente(Wake, 1980). Lascélulas,

¡ estrelladasse encuentrantambiénen el intestino, riñón, corazón,ovarios y testiculo donde

tambiénfuncionancomoalmacenadorasde cantidadeselevadasde retinol (Wake, 1980).

U Todo el retinol delplasmasanguíneoqueno estáasociadocon los quilomicronesseune

ala RBPy esmovilizadodesdelascélulasestrelladasal plasma,como RiBP-retinol.La facilidad

de lascélulasestrelladasparacontrolarel almacenamientoy movilizar el retinol aseguraquela

concentraciónen sangrede retinol estésiempreentornoa 2jig a pesarde las fluctuaciones

1 diariasen el aportedevitaminaA (vandenBerg, 1996).

LuísM AllendeMartínez
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II.- Introducción 10

Reciclajede retinol

La proteínaRiBP pertenecea una familia de proteínasque une pequeñasmoléculas

hidrofóbicaiscomopigmeñtosbiliares, etc. La estruc?turatridimiensionaFdé RBP predice la

existenciadeun bolsillo hidrofóbicocapazde unirunamoléculade retinol (Newcomer,1984).

La mayoríadelRBP-retinol(21 lcD) seacomplejareversiblementeen el plasmaconotra

proteína llamada transtiretina(TTR) (SSkD); este complejo trimolecular presentamenor

susceptibilidaddefiltración renalqueel formadosolamenteporRBP-retinol.Estudioscinéticos

(Green,1987) indicanquela mayoríadel retinol plasmáticoque abandonala circulacióngeneral

LuisM AllendeMartínez
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3 sereciclade7 a 9 veceshastaqueya resultainservibleparalos tejidos.Sóloel 20%deL.RBP-

retinolplasmáticoprocededel hígado;el riñónaportaun 50%de RBP-retinolprocedentede lo

¡ queseha reabsorbido.

¡ Proteínasqueunenretinoides

¡ RBP es la proteínaplasmáticaque une retinoides,su función es el transportede los

retinoidesunidosalos tejidosdiana(Blaner, 1989). El procesopor el cual el retinol seincorpora

¡ a las célulasdianadependede la existenciade receptoresparaRBP en dichascélulas(Bavik,

¡ 1991) (Figura2). Unavezenel interiorcelular,la entradadel ácidoretinoicoal interior nuclear

de unacéluladianadependede 2 tipos deproteínasqueunenretinoides:CRBP (Proteínaque

¡ uneretinol anivel celular)y CRABP (Proteínaqueuneácidoretinoicoa nivel celular).

¡ Mecanismodeaccióndel ácidoretinoico

El ácido retinoico y susisómerosson los compuestosflincionalmenteactivosde la

vitaminaA ala horade ejercerel papelcorrespondienteen el interiorcelular.La oxidacióndel

retinol aácidoretinoico sehademostradoen numerososórganos“in vitro”. El ácido retinoico

¡ seproduceprincipalmenteen el hígadoy selibera alos tejidosdianaatravésde la circulación,

perosusnivelesplasmáticossonmuy reducidos,no estandoclarosi esporquesesecuestrapor

¡ las célulasdiana dondeejercerásu función.

¡ Estudiosbioquímicosy moleculareshan demostradoque el mecanismode accióndel

ácido retinoico(Figura2) esaltamentehomólogoal de las hormonasesteroideasy tiroideas.

3 Estoseha confirmadotrasel descubrimientode al menosdostiposde receptoresnuclearesde

¡ ácidoretinoico:

¡ -BAR: Receptorde Acido retinoico

-RXA Receptordeotrasformasde ácidoretinoico

3 Ambostiposde receptorestienentressubformasdiferentes(¿it, I~, y) quesoncodificados

¡ porgenesdiferentesy reguladosindependientemente.Las tresformasdelRAR difierenqn su
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3 distribucióntisulary en su nivel de expresiónduranteel desarrollo.

Esosreceptoresnuclearesejercensu funciónpor la unióna secuenciasespecíficasde‘u
DNA llamadas,elementosde respuestaaácidoretinoico (RARE)y elemento~de respuestade

3 retinoidesX (RXRE) las cualesse localizanen la regiónpromotorade los genesretinoico-

¡ inducible (Lohnes,1992). Hastael momentose han identificadoun númeromoderadode

RAREsen genesdianacuya expresiónestaríacontroladaa nivel transcripcionalporel ácido

¡ retinoico(Durand,1992).EstosRAREsconsistenenrepeticionesdirectas(DR) de dosmotivos

1 ¡ de la siguientesecuenciaconsenso5’-[A/T]G[G/T]TCA separadaspor cinco paresde bases

(DRS)en el casode losgenesinduciblesporRARa(Leroy, 1991)y RARP(deThé, 1990). Sin

3 embargo,estudiosen el casode RXR han mostradosu preferenciapor la unión a motivos

¡ separadosporunasolabase(DRí) (Mader, 1992).

Sehanidentificadootroselementosderespuestadistintosa los RARE paraRAR y RXR,

seha demostradoqueRARa puedeunirseaun elementode respuestade la hormonatiroidea

3 (PIRE) sobreel gen de la hormonade crecimiento,estoexplicaríaqueel ácidoretinoicoactúe

¡ de forma sinérgicacon la hormonatiroideay se establecierael control transcripcionalde la

hormonade crecimientoen célulaspituitarias(Umesono,1988).

¡ Hay dos tiposdereceptoresde hormonatiroidea,denominadosTRay TRP. Ambos

¡ puedenformar heterodímeroscon el RARa (Glass, 1989) y estosdímerospuedenunirse a

elementosderespuestade la hormonatiroidealo queresultaen un incrementotranscripcional

¡ de algunosgenes,aunquetambiénenla regulaciónnegativade otros(Fanjul, 1994).

11.1.3.-PROTEINAS QUE UNEN RETINOIDES3
Comoya seha mencionadoanteriormentela forma que tienenlos retinoidesdeejercer

3 su fUnción es a través de unos receptoresespecíficosque pueden ser plasmáticos,

citoplasmáticosy nucleares.

‘3 LuisM AllendeMartínez
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3 11.1.3.1.-PROTEINAS QUE UNEN RETINOL A NIVEL PLASMATICO

¡ La RBP (Proteínaqueuneretinol) estáformadaporuna cadenapolipeptídicade 182

aminoácidosconun pesomolecularde21 Kd, dondeen su estructuraseencuentraun dominio

¡ para la unión del retinol (Blaner, 1989).En la sangre,la RBPcirculaunida‘con otraproteina

¡ séricallamadatranstiretina(o prealbúmina),queestabilizatodo el complejo.

La RBP esla únicaproteínaconocidaqueuneretinol a nivel sanguíneo(Newcomer,

¡ 1984;Noy, 1991);su funciónesla proteccióndel retinol, debidoa su extremalabilidad. Seha

¡ demostradoqueel retinol sinRIBPtieneunavida mediamuy reducida(12 horas)(Buck, 1991).

¡ 11.1.3.2.-PROTEINASCLTOPLASMATICAS QUE UNEN RETINOIDES

¡ Entre las proteínascitoplasmáticasque unenretinoidesse incluyen la CREP y la

CRABP.Estasproteínasunensusligandos(retinol y ácidoretinoico,respectivamente)conalta

afinidady especificidad.Tienen2 funcionesprincipales:

• a) comoproteínastampón

¡ CREPy CRABP son muyimportantesen controlary limitar la concentraciónde retinol

y de ácidoretinoicolibre queno estáunido. La cantidadde retinol unido aCRBPy el no unido

¡ debeestaren equilibrio, sin embargo,lacantidadde retinol asociadoa CREPesbastantemayor

¡ favoreciendopor tantola disminuciónde la concentraciónde retinollibre (Levin, 1988;Noy,

1991).

u b) cornoproteínasguía

Se encargande dirigir adecuadamentela vitamina A hacia enzimasespecíficasdel

¡ metabolismo(Boerman,1991).

Ambasproteínassonsimilaresestructuralmente(homólogas),perono tienenel mismo

¡ patróndedistribucióny seregulande formadiferenteduranteel desarrolloembrionario,fetal

y neonatal(Blomhoff, 1990;Ross1993):

1 LuisM AllendeMartínez
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3 a) CRUP(CellularRetinol Binding Protein)

¡ A su vez se subdividenen CRBPI y CRBPII (BlomhoW 1990). CRBPI regulala

formacióndela reservaprincipal de retinol que esen formade ésteresde retinol (Ong, 1987a).

¡ CRBPII mediael transporteintracelularde retinol durantela adsorciónde éstecomponente

¡ desdeel lumenintestinal(Ong, 1987a;Ong., 1987b).

La expresiónde estasproteínasse regula por un mecanismofeedback,siendolos

¡ transcritosdeCRBPIinduciblesporácidoretinoico (Smith, 199Ib) lo queregulala cantidadde

¡ retinol disponibleparasu conversiónen ácidoretinoico.

b) CRABP(CellularRetinoicAcid BindingProtein)

Se subdivideen dosformasCRABPI y CRABPII (Blomhoff 1990; Giguere, 1990).

¡ Unenel ácidoretinoicoconaltaafinidad(Blomhoff, 1991), su funciónprincipal esel transporte

¡ del ácido retinoico hastael núcleodondeestransferidoa los receptoresnucleares(Takase,

1986). Tambiénseencargandel control intracelularde la cantidaddel ácidoretinoico libre en

1 una célula (Ruberte,1991).

3 CRABPIy II son induciblespor ácidoretinoico(Durand,1992),por lo queexisteun

mecanismofeedbackencargadode la regulacióndel excesode ligando que impide una

1 inapropiadaexpresióndegenesinduciblesporel ácidoretinoico.

1¡ IL1.3.3.- RECEPTORES NUCLEARES DE ACIDO RETINOICO

Son los receptoresqueunenfinalmenteel ácidoretinoico en el núcleode la célula, hasta

3 el momentosehan descritodostipos:

a) RAR(Receptorde Acido Retinoico)

Se han descritotres tipos deRAR cuyosgenes,en humanos,mapeanen diferentes

• cromosomas:

1 - RARa: cromosoma17 (Petkovich,1987)
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- RARP: cromosoma3 (Benbrook,1988)

- RARy: cromosoma12 (Ishikawa,1990)

Se han encontradoproteínashomólogaspara los tres receptoresen los anfibios

(Ragsdale,1991) y en las aves(Smith, 1991) lo que sugiereque esostres genes~ehan

conservadoa travésde la evoluciónen vertebradossuperiores.

LasproteínasRAR.scomomiembrosdela superfhmiliadelos receptoresnuclearesestán

formadasporcinco dominiosdesignadosde la A ala E (Figura3) (Oreen,1988).La estructura

comúnde estasuperfamiliadereceptoresconsisteen un dominio A/B en el extermoN terminal

de la moléculaqueesimportanteparala activaciónde la transcripción,un dominio C que esla

zonade unión al DNA y queademásrepresentala regiónmásconservadaen estafamilia de

receptores(Evans,1988),un dominio D quecontieneunaseñalde translocaciónnucleary el

dominioEen el extremoC tenninalde la moléculaquerepresentala regiónde uniónal ligando

(ácidoretinoico)(Napoli,1996).

/4113 ~=. CQH
Activación Unión Localización Unión al

transcripcional al DNA nuclear ligando

Figura3. Dominios dc los receptoresnucleares.

Cuandoun mismoRAR secomparaentreespecies,las secuenciasde aminoácidostienen

granhomología(porejemploentrehumanosy ratón;Krust, 1989), sin embargola comparación
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delos trestiposde receptores(a, 13, y)dentrodeunamismaespecierevelaquesólo las regiones

~‘ B, C y E son las homólogasenmayorgrado.Estaobservaciónimplica que cadaRAR podríaser

flincionalmentedistinto, regulandounasubclasede genesrespondedoresa retinoidesdiferente,

lo cualescoherenteconel hechode quela expresiónespacio-temporaldelos RARsesdistinta

duranteel desarrolloembrionario.

b) RXR (Receptorde retinoideX)

La familia dereceptoresRXR secomponetambiénde tressubtipos(a, 3, y) los cuales

seconservanen las diferentesespeciesde losvertebrados(Leid, 1992).

Figura 4. Transactivación:mecanismodeacciónde los retinoides.

AunquesedescubrióquelafamiliaRXRteníaun ligandoúnicoy específico(9-cisRA)

lo queimplicabaunasupuestavíade señalizacióndistinta,diversosestudioshandemostradoque

las familiasde los receptoresRAR y RXR podríantenervíasde señalizaciónconvergentesya
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que se comprobó “in vitro” que heterodímerosRAR/RXR puedenunirse activamentea

elementosde respuestade ácido retinoico (RAREs) y estos complejostransactivaríanmás

eficazmentelos promotoresinduciblesque los homodímerosde esosreceptores(Figura 4)

(Durand, 1992;Luisi, 1995).

El ácidoretinoicotodo-t’xms(AT-RA) esel ligando de altaafinidadparalos receptores

RAR (a, P~ y) (Allegreto, 1993),mientrasqueel 9-cis RA esel esteroisómeroactivodel AB

RA y el ligandode altaafinidadtantoparalos receptoresRAR como RXR. Los heterodimeros

formadosporRAR-RXRactivanla respuestatranscripcionalúnicamentepor la uniónde 9-cis

RA. Estavariacióndecombinacionespodríaempezaraexplicarlos efectospleiotrópicosde los

retinoides“in vivo” (Perlmann,1995).

11.1.4.-ACCIONESBIOLOGICASDE LOS RETINOLDES

Los retinoidessonunaseriede moléculascapacesde controlardiferentesprocesos

biológicos(Figura 5) muy importantesparael desarrollode los vertebrados.Estaspequeñas

moléculaslipídicas puedencontenery comunicartantainformacióngraciasa la grancantidad

de combinacionesregulatoriasque puedenllegaraestablecerse.

La acciónde los retinoideses el resultadode las numerosasinterrelacionesque se

establecenconunaseriede hormonas,proteínasdeunión, enzimasanabólicasy catabólicas,

receptores(actuandobien solosy/o en combinación con otros receptoreshormonales)y

elementosderespuesta.Estacombinaciónde accionessecontrolaentodoslosvertebradoscon

un cuidadosoprogramade regulaciónespacio-temporal.

A continuaciónsedetallanalgunasde lasfuncionesmásimportantesdesempeñadaspor

los retinoides.
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Sistema inmune

Epitelios _____________________Diferenciación

Y xx

Piel Visión

Reproducción

Figura5. Funcionesbiológicasdc los retinoides.

11.1.4.1.-MORFOGENESIS

La morfogénesispuededefinirsecomoel conjuntode procesosatravésde los cualeslos

embrioneso partesde elloscambiande forma y los gruposde célulascambiansusposiciones

relativasen el espacio(moviniientosmorfogenéticos).La morfogénesisda lugarala forma final

del individuo adulto estableciendoun patrónespecíficode tejidos y órganosque implican

relacionesdefinidasdeunosconotrosentérminosde tamañoy contenidocelular.

El desarrollode un organismopluricelulardependede señalesmorfogenéticasque son

producidasentrelas célulascomoconsecuenciadecambiosen la expresióngénica.

Muchosestudioshandemostradoqueel ácidoretinoico estáimplicado en algunosde

estosprocesos,debido a su mecanismode actuacióna través de unaserie de receptores

nucleares(RAR y RXR). Algunos de esosgenesque son directamentereguladospor eáos

receptoresson genesexpresadosdurantela embriogénesis,otros codifican para factores

RETINOIDE S
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transcripcionalesy otrosparafactoresdecrecimiento(Maden,1994).

El tratamientoconretinoidescausamalformacionesde las estructuras’(mienibros)que

surgena lo largo del eje antero/posterior;la influencia de retinoides sobre el desarrollo

morfológicoy sobrela regulaciónde genesimplicadosen el desarrollo(observandosimilitudes

entre el fenotipo de la teratogénesismediadapor retinoidesy mutacionesen los genes

homeobox)sugiere que los retinoidespuedanmediar en algunasde las funciones de la

colocacióndel eje antero/posteriorque ocurreen la embriogénesisnormal(Means, 1995).

11.1.4.2.-TERATOGENESIS

Duranteel desarrollode los vertebrados,el ejecentraldel cuerpodebeserestablecido,

organizándoseen la mayoríade los casossegúnel eje antero/posterior(decabezaa cola). El

ácidoretinoicoexógenopuedeproducirefectosteratogénicossobreel establecimientode este

eje y la estructuraquesurgaapartir de él, induciendounagranvariedadde malformacionésen

los vertebrados,las cualeshan sidobiencaracterizadasen el desarrollode los humanos(Dai,

1992), hamster(Wiley, 1983) y ratones(Rutledge,1994). Entre las malformacionesmás

frecuentementedescritasdestacanlas que implican a estructurascraneo-faciales,cardiacas,

tímicas,del sistemanerviosocentraly en la primeraestructuraderivadadel eje antero-posterior

(tuboneural).

El ácido retinoico causadistintos tipos de efectosteratogénicosen función de la

concentracióny el tiempode adicióndel ácidoretinoico alos embrionesen desarrollo(Hyatt,

1992).

Aunquesehaprestadomenoratencióna la teratogénesisasociadaconla deficienciade

vitaminaA, haytambiénun amplio conjuntode malformacionesobservadasen los fetosde las

ratasdeficientesen vitaminaA. Las anormalidadesmásfrecuentementeencontradasimplican

al desarrolloocularllegandoinclusoala anoftalmia(ausenciadel ojo), al tracto genitourinario,
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al corazóny alos pulmones.

11.1.4.3.-CARCINOGENESIS

Los retinoideshanmostradotenerunavariedadde efectosen la diferenciacióncelular

y enel procesodecarcinogénesis.Recientementeel AT-RA y susderivadossehanusadocomo

agentespreventivoscontra el cáncery como alternativaen la quimioterapiaanti-leucé’mica

(Love, 1994).

Los receptoresnuclearesjueganun papelfundamentalen la fbncionalidaddel AT-RA,

por lo quelasfuncionesanti-cancerígenasde los retinoidesdebena suvezsermediadaspor los

RARs. La expresiónde los diferentestranscritosde RAR varíadurantela progresióncelular

desdeel estadopremalignoal estadomaligno de las células.Analizandovariostiposde cáncer

sehaobservadoquela expresióndel genRAR-p en distintoscarcinomasesmuchomenorque

en las célulascontrol(Xu, 1994).

La transfecciónconun vectorde expresióndel genRARf3 sobrecélulasepidermoides

de carcinomadepulmónhamostradoel aumentodel efectoanti-tumoralde estefactor (Houle,

1993);por lo tanto, el papeldel genRAR¡3 parecesermuy importanteen el mantenimientoy

laprevenciónde ciertosprocesosmalignos,mostrandoquela disminuciónen suexpresiónlos

haríamássensiblesa padecerla transformacióncancerosa.

En el casode la leucemiapromielocíticaaguda(APL), es RARa,el quedesarrollaun

papelmuy importanteen la patogénesisde la enfermedad(Warrel, 1993; Weis, 1994).

Recientemente,seconocemásenprofundidadel papelreguladordelos receptoresRARs

sobrelosgeneshomeobox(genesquecodificanparafactoresdetranscripciónespecificosde una

secuenciadeDNA) quejueganun papelmuy importanteen el desarrolloembrionarioeincluso

en la diferenciaciónde muchostipos celularesde animalesadultos(Care, 1994). Ciertosgenes

homeobostienen propiedadesoncogénicascuando se activan incontroladamente(Perkins,
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1993),por lo queesprobablequeestosgenesmedienen la acciónde los retinoidesconrespecto

ala diferenciacióncelulary al control del crecimientode muchostipos celulares.

3 11.1.4.4.-EN LA PIEL

¡ Los descubrimientosrecientes que se han producido en las distintas áreas de

investigaciónde los retinoides,ha hechoposibleun conocimientomásextensoy profundode

¡ . las basesmolecularesde la fisiologíay farmacologíade los retinoidesa nivel de la piel.

3 La piel humanasedivide en doscompartimentosfundamentales,epidermisy dermis.El

tipo celularprincipal de la epidermisson loskeratinocitos.Los keratinocitosen la capabasalse

3 divideny migranatravésdelacapasuprabasaldiferenciándoseen forma de barreraprotectora.

¡ Los melanocitostambiénresidenen la capabasalde la epidermisy son los responsablesde la

síntesisde pigmentosquedanel color ala piel. La epidermisestáseparadade la dermispor la

membranabasalcompuestaprincipalmentede colágenotipo 1Vy tipo VII, laminina,fibronectina

3, y proteoglicanos.La dermisestáformadaporcolágenotipo 1, tipo III y elastina,los cualesson

¡ sintetizadospor fibroblastosdermales.

Metabolismode los retinoidesen la piel humana

¡ Los ésteresde retinol y 13-carotenosincorporadosdesdela dieta son convertidosa

¡ retinol en el intestinoy almacenadosen el hígado en forma de ésteresde retinol. El retinol

liberadoporel hígadoestransportadopor la circulaciónunidoaRBP,de estaforma el retinol

¡ esincorporadopor las célulasde la piel atravésde un procesode difusiónpasiva.

¡ Enla piel humanael retinolesmetabolizadoen al menos4 productos:ésteresde retinol,

¡ 14-hidroxi-4, 14 retroretinol,ácido3,4 didehidroretinoicoy ácidoretinoico.De la mismaforma

que en el hígado los ésteresde retinol son la forma de almacenamiento,en la piel sucedelo

¡ mismo,produciéndosetrassuhídrólisisretinol libre que esmetabolizadopor las célulasde la

¡ piel.
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¡ El tratamientotópico con retinol de la piel humanaincrementalos nivelesde,LRAT

¡ (probablementevía RAR) y la formaciónde ésteresde retinol en los keratinocitosde la capa

basal(Kurlandsky, 1996).Por lo tanto,la síntesisde ésteresde retinol por los keratinocitosde

3 la capainferior de la epidermisproporcionaa esascélulasuna fuentede retinol durantesu

¡ migracióny maduraciónalas capassuperiores.Estahipótesisseconfirmaobservandoquelos

keratinocitosmadurosposeenla capacidadde metabolizarretinol al metabolitoactivo queesel

U ácidoretinoico(Siegenthaler,1990).

3 El procesode biosíntesisde ácidoretinoico desdeel retinol sucedeen dos pasos:el

retinol seoxidaa retinaldehidoel cual posteriormentesevolveráa oxidar aácidoretinoico.

U El efectodeltratamientodela piel humanaconretinol producealteracioneshistológicas

1 y molecularesparecidasa las quesucedenen respuestaa ácido retinoico,produciendoun

engrosamientode la epidermisdebidoa un incrementoen la proliferaciónde los keratinocitos,

ensanchandolos espaciosintercelulares,compactandola barreraepidermale inducciendola

¡ expresiónde CREPy CRABPII.

¡ Los datosexperimentalesdemuestranque el tratamientosuperficialconretinol esmás

eficientequeel tratamientoconácidoretinoico,debidoaqueel retinolmuestraunaefectividad

E mayora sertransportadoala región subcelularcorrespondientedentrode lascélulasde la piel

3 (Chen,1995).

Mecanismode acción

¡ Los3 mecanismosconocidospor los que, los receptoresnuclearesde retinoidesmodulan

3 la expresióngénicason:

1. Transactivacióna travésde la unión a RAREsenlos promotoresde los genesdiana

Diferentesgeneshanmostradoserdirectamentereguladospor ácido retinoicodebido

E - a la existenciade RAREs en sus promotores.De éstos los mejor caracterizadosen la piel

• humanasonCRAiBPII, CREPy la keratina6 (Fisher,1995).
‘u— LuisM AllendeMartinez
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Figura 6. Mecanismode transactivaciónen la piel

23

El heterodímeroformadopor RARy y RXRa seunea los RAREssobrelas regiones

promotorasde los genesquevan a regular. La unión de ácido retinoico a RAIl-y activa la

formacióndel heterodímeroRXR-RARqueestimulala transcripcióngénica(procesoconocido

comotransactivación)(Figura 6).

2.- Transrepresión.

Este mecanismoinvolucra la interacciónentrereceptoresde

componentesde AP-1 que producenla regulaciónen la expresiónde

1993).

Al igual que la transactivación,la transrepresióntambiénes dependientede ácido

retinoico y esun procesomuy importanteen la respuestacutáneaa la radiaciónsolar. La

exposiciónprolongadade la piel a la radiaciónultravioleta(Uy) es capazde provocar el

envejecimientotempranode lapiel (Kligman, 1986),manifestándoseen la apariciónde arrugas,
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U disminuciónde la elasticidadcutáneay oscurecimientode la piel. El daño principal es la
destrucciónde la matriz extracelularde la dermisdebido al acúmulode metaloptoteinasas

(Fisher,1996a).Lospromotoresdelas metaloproteinasascontienenelementosde respuestaa

¡ AP-1, queson necesariosparasu transcripcióngénica(Figura 7A). La exposiciónde la piel

humanaa pequeñasdosisde radiaciónUy activa el factor AP-l e inducela expresiónde

metaloproteinasasnuevas(transactivación)(Figura 7A) quevolverána producir susefectos

U adversossobrela piel; estedañono escompletamentereparadoresultandoen la formaciónde

¡ cicatricesque seirán acumulandollegandoaproducirel fotoenvejecimientocutáneo.

TRANSACTIVACION TRANSREPRESION

A B C
uU

U ~ fl+ ¡
U 7 1 N
U

Figura 7. A: el mecanismode transactivación regula la inducción de metaloproteinasasU
queprovocan el envejecimientode la piel. B: la transrepresíón produce la inhibición de
la inducción de metaloproteinasasmediante el bloqueo del sistemaAP-1 RE/AP-1. C: la
trausrepresión mediada por AP-l también controla la inhibición de los genesreguladosU
por ácido retinoico.

U El tratamientoconácidoretinoico o conretinolde la piel humanabloqueamedianteel

mecanismode transrepresiónla activaciónde AP-1 (Figura 7B) no llegándosea inducir la

expresiónde las metaloproteinasas.Por tanto,el retinoly el ácidoretinoico sonagentesmuy

importantesen la prevenciónde las alteracionescutáneas(Fisher,1996b). AP-1 escapázde

• regular la transcripciónde muchosgenesqueparticipanen la regulacióndel crecimiento,

diferenciación y respuestaa estress. La disregulación de AP-1 está asociadacon
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transformacionestumorales,enfermedadesinflamatoriasy fotoenvejecimientoprematurode la

piel.

Como se indicaen la figura 7C, el mecanismode transrepresióntámbiénregula la

transcripciónde los genesque son inducidospor ácido retinoico,cuandolos receptoresde

retinoidesinteraccionanconel factor de transcripciónAP-1.

3.- Competicióncon otro receptornuclear

El tercermecanismode regulacióngénica,consisteen la competiciónde RAR y otro tipo

de receptornuclearparala heterodimerizaciónconRXR.

RXRa funcionatambiénenla piel comounaparejaheterodiméricaconotrosmiembros

de la superfamiliade los receptoresesteroideos(R) comoson los de la vitaminaD y los de las

hormonasesteroideas.La interaccióndeRXR conesosreceptoresnuclearesprovocala pérdida

de unión porcompeticiónde RXRconRAR Estecomplejonuevoformadoseunea elementos

de respuestade hormonasespecíficas(1-tIRE) en los genesdiana. La unión de ligandos(L)

(vitaminaD y hormonasesteroideas)conocidosa esosreceptoresestimulael mecanismode

transactivaciónpor la uniónde 9cisRA aRXRa.

COMPETICION PORRXR

rrw
‘VV

kÁÁÁÁÁÁÁ#

Figura 8. Mecanismode competición.
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¡ 11.1.4.5.-EN EL SISTEMA INMUNE

ILX.4.5.1.-INFLUENCIA DE LOS RETINOIDES EN LA CÉLULA T -

El ácido retinoico controlala diferenciaciónde varios tipos celulares,aunque los

¡ mecanismosimplicadosen el desarrollode la célula1 todavíano sehan dilucidadoplenamente.

U Lasmúltiplesetapasdel desarrollode los timocitosa linfocitos 1madurosestánmarcadaspor:

la adquisiciónde un fenotipo de célula madura,su proliferaciány el rescateselectivo de

U determinadostimocitosde la muertecelular.

¡ Seha comprobadocomoel ácidoretinoico inhibe la maduracióntímica,manteniendoa

los timocitosenun estadiode inmadurezcaracterizadopor el fenotipoCD3LD4tDW (Meco,

U 1994). Es decir, la supervivenciaselectiva,la muertecelulary la conversiónfenotípicason

eventosquepuedenestarreguladosmuy finamenteporestímulosextracelularescomo el ácido

retinoico(quepuedecontrolarlos procesosmorfogenéticosy la diferenciación;Maden,1991).

A pesarde la influenciateratogénicadel ácidoretinoico sobreel desarrollotímico en

¡ humanosyenroedores“in vivo” (Cohen,1987;Shenefelt,1972), su papelen la diferenciación

¡ de la línea linfoide T aún no ha sido suficientementeestablecido,aunquecadavez seestán

encontrandomásevidenciasdel papeldel ácidoretinoicoen el desarrollotimico:

U - Sehademostradola expresióndelos genesRARa y RAR en célulasestromalesdel timo, y

¡ en célulaslinfoides (precursorestímicosdoblenegativosCD4CD89.

- La adicióndeácidoretinoicoacélulasestromalestímicasdoblenegativas(CD4tD89produce

U unareducciónsignificativade los timocitosdoblepositivos(CD4rCD8+).Estareducciónen la

¡ maduraciónde las célulasdoblepositivascausadoporel ácidoretinoicopuedetambiénrefle]arse

¡ en sucapacidadde reducirunafuentede célulasen expansión“in vivo” y proporcionarasíun

mecanismode regulacióndel númerode célulasviablesparala subsiguienteselección

U - El procesode maduracióntímicatambiénpuedeserreguladopor ácidoretinoico debidoa una

U inhibición de la apoptosistímica inducida a través de CD3 (Iwata, 1992), así, el control

LuísKL A1/endeMartínez
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¡ fisiológico del balanceproliferación/apoptosispor el ácidoretinoico minimizaríala expansión

¡ clonalaberrantesin comprometerla eficaciade la misma.

La desregulaciónde estosprocesosseríaresponsablede los efectosteratogénicosde los

3 retinoidesresultañdoen hipoplasiatímica asociadacon depleccióntímica y deterioro del

¡ desarrolloy funcionalismocelularde la líneaT (Cohen,1987; Shenefelt,1972).

Activación de lascélulasdeestirpeT por retinoides

3 Sehademostradoquelos retinoidespuedensercofactoresimportantesen la activación

¡ de célulasdelinajeT (Garbe,1992). Sobretimocitoshumanosseha visto que el ácido retinoico

mejorala respuestaproliferativamedianteun incrementode la expresióndel receptorde la 11-2,

U que aumentaríala proliferacióncelularvíaLL-2/IL-2R (Sidell,1988).Aparentemente,el ácido

¡ retinoico incrementala expresióndelreceptordela 11-2sobretimoblastosperono sobreblastos

de linfocitos periféricos.Estasdiferencias,junto conla observaciónque los timoblastoshan

reducidogeneralmentesu respuestaproliferativaa IL-2 cuandosecomparancon blastosde

U . linfocitosperiféricos,indicanunadiferenciafundamentalen la regulaciónde los receptoresde

¡ IL-2 y la utilizaciónde la IL-2 por los linfoblastosderivadosde los dos compartimentos.En

amboscasos las células que proliferaron fueron predominantementeCD8~CD4, lo que

U concuerdacon los datos que demuestranque son las células CD4 las que producen

3 principalmentela 11-2durantela estimulacióninmune,perdiendorápidamentela capacidadde

respondera 11-2, quizásparalimitar su propiocrecimiento(Gullberg, 1986).

U Se ha demostradoqueel ácido retinoico aumentala expresiónde las dos cadenas

U induciblesdel receptordela 11-2: IL-2Ra eIL-2R13. En la cadenaIL-2Ra seobservaque el

¡ aumentode suexpresiónseasociaal mantenimientonormalde su estabilidad.

Tambiénse ha confirmadoel aumentode expresiónde proteínay de transcritosde

U mRNA de laotra cadenainducibledelreceptordela 11-2 (IL-2R13) (Robb,1987; Siegel, 1987).

U LuisKL descubrimientosreforzaríanque el papel del ácido retinoico en aumentarla
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U respuestaproliferativavendríamediadopor la unión de la 11-2asureceptorbiológicamentemás

¡ activo(dealtaafinidad]IL-2R« 13y) (Sidelí, 1993).

Por el contrario,en linfocitos de sangreperiféricael ácido retinoicopareceno mediar

¡ una respuestaproliferativa por no verse afectadoel receptor de la IIL-2. Sin embargo,

U recientementeseha encontradoqueuna poblaciónde linfoblastosgeneradosde linfocitos T
periféricospurificadospuedenllegaraser tanrespondedorescomolos timoblastoscuandose

U coestimulanconácidoretinoico.Secreequela pérdidade respuestade los linfocitos de sangre

U periféricapodríaestarmediadaporunaseriede linfocinassecretadaspor lascélulasaccesorias

queacompañanalascélulasT, lo quesugierequela alteraciónen la expresiónde los receptores

¡ de interleucinas(no sólopor aumentode expresióndel receptorde la 11-2, sino influyendo

¡ también,negativamenteen el receptorde la 11-6) podríaserel mecanismoprincipal por el cual

¡ el ácidoretinoico influye en la respuestainmune(Tosato,1988).

¡ 11.1.4.5.2.-INFLUENCIA DE LOSRETINOIDESEN LA CELULA B

¡ La mayoríade los estudiosrealizados“in vivo” en linfocitos de sangreperiférica

muestranal ácidoretinoicocomoun factorestimuladordel sistemainmune(West, 1994). En

U cambio, en experimentos“in vitro” empleandolinfocitos aisladoslos resultadospueden,ser

¡ equívocos.Hay estudiosdondesedemuestrael papelestimulador(Buck, 1990), o inhibidbr

(BlomhoW1992)delos retinoidessobrelos linfocitosB. Estasdiscordanciaspuedendebersea

U los distintosmodelos celularesempleadosy a las distintas concentracionesde retinoides

¡ utilizadas.

¡ Enprecursoresdelas célulasB (quesecaracterizanporun fenotipoCD 1 9tCD20~sIgMj

sehanempleadodiferentessistemasde ensayoy condicionesde crecimientoy seha demostrado

U el efectoinhibidor del ácidoretinoico(Fahlman,1995),tantoen hombrecomo en ratón.

U Tanto el AT-RA comoel 9-cisRA inhibenfuertementeel crecimientode las célulasBLuisKL AllendeMartínez
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¡ precursorashumanasy murinas. Ambas isoformasde ácido retinoico inhiben la síntesisde

¡ precursoresde célulasB apesarde la estimulaciónconpotentesactivadoresde la proliferación

de las célulasB como son la ionomicina+PMAy la 11-4+11-7.Hay estudiosdondeel efecto

¡ inhibidorde los retinoidespareceestarmediadopor el TGF-p ya queseha comprobadoque la

¡ induccióndel crecimientode célulaspre-Bpor 11-7 sepuedeinhibir porTGF-p (Lee, 1989)e

11-la (Suda,1989).

E Bloqueandola accióndel TGF-f3 conanticuerposmonoclonales,secomprobóque la

U adiciónde ácidoretinoicoteníaefectosinhibitoriossobreel crecimientode las pre-B(Jacobsen,

1993),lo queindicaunaaccióndirectade los retinoides.Tantoel AT-RA comoel 9-cisRA, a

¡ concentracionesfisiológicas, tienen efecto sobre células de linaje B humanasy murinas

¡ (Blomhoff, 1992).

¡ Duranteestosúltimos añossesabequela apoptosisjuegaun papelimportanteen el

desarrollofuncional del sistemainmunetantoenel compartimentoB (Neiman, 1991)comoen

U el T (McConkey, 1990). Descubrimientosrecientesdemuestranla existenciade procesos

apoptóticosespontáneosen los linfocitosB humanosen reposo,quepuedenser inhibidospor

dosisfisiológicasde ácidoretinoico (Fahlman,1994).

¡ Tanto los precursoresde las célulasB como los linfocitos B de sangreperiférica

¡ respondena dosisfisiológicasde ácido retinoico (Ballow, 1996),por lo que el efectode los

retinoides en la inmunidad mediada por linfocitos B puede alterar el balance

crecimiento/apoptosis.

U Diferentesestudioshan demostradolos efectosdel ácido retinoico en la inmunidad

¡ mediadapor anticuerpos(Saxon,1993).Enpacientesconinmunodeficienciavariablecomún

(CVI) seha comprobadoqueel tratamientoconácido retinoico induceen suscélulasB la

U expresióndeun fenotipomuchomásdiferenciadoe inclusounacorreciónparcialen susniveles

3 de inmunoglobulinas(Zhang, 1997).
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CultivandocélulasB inmortalizadasconel virus deEpsteinBarr (EBV) en presenciay

ausenciade ácidoretinoicodurante6 días, seobservóal final del cultivo unadisminuci¿nde la

proliferaciónen presenciade ácidoretinoicodel 43%respectoalas célulascrecidassin ácido

retinoico. El númerode linfoblastosB no es el responsabledel aumentóen la síntesisde

inmunoglobulinasenlos sobrenadantesde cultivo. Buscandoun factor solubleseencontróque

la 11-6estabaaumentada(unas40 veces)enlossobrenadantesde laslineasEBV (Tosato,1988)

que sehabíancultivadoconácidoretinoico respectoa las líneascontrol.

Utilizando linfocitos B procedentesde células mononuclearesde sangreperiférica

(PBMC) quefueronestimuladasconSAC (Staphylococcusaureusde la cepaCowan1, quees

unmitógenodelas célulasB) seobservóun aumentoen la produccióndeIgO de unas16 veces

al añadirdiferentesretinoides(retinol y ácidoretinoico)aunadosisóptima,no observándose

ningúnefectoen la producciónde otrasinmunoglobulinas(IgA e IgM) (Wang, 1993a).Por el

contrario, utilizando linfocitos B procedentesde sangrede cordón (CBMC) estimulados

igualmentecon SAC seobservaun aumentoen la síntesisde IgM de unas6 vecesal añadir

retinoidesrespectoal cultivo control(Wang, 1993b).

Estosresultadosconcuerdancon otros (Andersson,1981) dondesemuestraque las

CBMC producensólo pequeñascantidadesde IgM (y nadade IgO o IgA) en respuestaa

activadorespoliclonalesde célulasB. Por tanto,escoherentequeel ácidoretinoico aumente

solamentela síntesis de IgM; por el contrario, en PBMC de individuos adultos (que son

principalmentecélulasB productorasdeIgO), los retinoidesincrementanla producciónde IgG

(Ballow, 1996).

11.1.4.5.3.-INFLUENCIA DE LOS RETINOIDES EN LAS CELULAS NATURAL

KILLER

Se ha comprobadoun aumentode la funcionalidadcelularMC (citotoxicidadNK) en
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mujeresafectadasde cáncerde mamaque fuerontratadascon el retinoide sintéticoN-(4-

hidroxifenil) retinamida(4-HPR),respectoalasno tratadas.El efectoproducidofue nuevamente

sobrela funcionalidadNK no viéndoseafectadoel numerode célulasNK circulantes(Villa,

1993).

11.1.4.5.4.- INFLUENCIA DE LOS RETINOIDES EN LA PRODUCCION DE

INTERLEUCINAS

La función inmuneesreguladaenpartepor la acciónde citocinas.Se hanestablecido

2 patronesdesecrecciónde citocinasquecorrespondencondostipos funcionalesde célulasT

cooperadoras(Th). Loslinfocitos Thl secretanlinfocinasque sonimportantesen la respuesta

inmunecelular mientrasquelos linfocitos Th2 secretanlinfocinas importantesen la respuesta

inmunehumoral.

Cadatipo celular regulael crecimientoy la actividaddel otro. Asi, las célulasTIC

producen11-10(la cual inhibe la producciónde lEN-y por célulaspresentadorasde antígeno)

e 11-4 (la cual inhibe el desarrollode las célulasThl). Igualmente,las célulasThl producen

lEN-y el cual inhibela proliferacióncelulardelas célulasTIC (Cantorna,1994).

Sesabequeel ácidoretinoicopuedellegararegularanivel transcripcionalla producción

de interleucinas(Dillehay, 1988),enalgunoscasosdebidoala existenciaen los promotoresde

susgenesde elementosde respuestaa ácidoretinoico(RAIREs).

Según las circunstancias(el sistemacelular empleado,el estadode activación, la

concentraciónde retinoidesutilizada) los retinoidespodríanestimularla inflamación local

(Sidelí, 1988),o bien podríantenerefectosanti-inflamatorios.Podríansuprimirlasreacciones

de hipersensibilidadretardada(Ney, 1987), inhibir la migraciónde neutrófilos y eosinófilos

(Orfanos,1983) y disminuir la capacidadpresentadorade antígenospor células epiteliales

(Dupuy, 1989). Todos esosefectosresultarían,al menosen parte, de la capacidadde los
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3 retinoidesdeinhibir la produccióndeinterleucinascomo11-2(Felli, 1991)e IFN-y (Abb~ 1982)

¡ y su capacidadde estimularla producciónde lacitocina inmunosupresoraTGF- 13 (Glick, .1989).

En estadosde hipovitaminosisA hayun desplazamientodel equilibrio de laspoblaciones

celularesThl-Th2 haciaun excesodeThl queconlíevaasociadotina fúncionalidadinsuficiente

• de la poblaciónTIC. Estudiosrealizadosen humanosy otrosanimaleshan correlacionadoel

déficit de vitaminaA conel incrementoenla susceptibilidadainfecciones(West, 1989).Para

U determinarlas basescelularesdel defectofuncionalasociadoa la deficienciade vitaminaA se

¡ estudióla alteraciónenla producciónde IFN-y, observándosequea todaslas concentraciones

de antígenotestadas,lascélulasT deficientesen vitaminaA secretanmayorcantidadde IFN--y

1 que los controlesnormales,no viéndosealteradoel patrónde secrecciónde 11-2 e IL-4. Un

¡ mecanismopotencialparala regulacióntranscripcionaldel IFN-y víavitaminaA seríaatravés

de los receptoresnuclearesdel ácidoretinoico (Petkovich,1987;Carman,1991).

Otra citocinareguladaanivel transcripcionalesla 11-6(Zitnik, 1994). Estacitocinatiene

¡ un efecto multifuncional sobre una gran variedad de células incluyendo a fibroblastos,u macrófagos,célulasendoteliales,keratinocitosy linfocitos T y B. Unaproducciónelevadade

11-6sehaasociadocon numerosasenfermedadescomo: artritis, meningitis,malaria,infección

U HIV, rechazotrasplanterenal, carcinomarenal(Kishimoto, 1989).

U Losretinoidesno estimulanla producciónde 11-6en fibroblastosestimuladoscon11-1¡ y la producciónde11-6por fibroblastoshepáticoshumanosesinhibidapor ácidoretinoico.

Secreeque el mecanismoreguladorde estesistemaseríaparecidoa los anteriores:el

3 gendela ]IL-6 esuno delosmuchosgenesquesonreguladosnegativamenteporácidoretinoico

¡ dondese incluiría tambiénel factor de transcripciónoct3 (Okazawa,1991), las keratinas

epidermalesK5, K6, K14 y K16 (Stellmach,1991),el receptorde la progesterona(Clarke,

3 1991), la IL-2 (Felli, 1991) y la colagenasa(Schule,1991). En la mayoríade los casosesos

¡ efectosinhibitorios sonmediadostranscripcionalmenteaunqueel mecanismoexactopor el cual

LuisKL AllendeMartmaz

U



II.- Introducción 33

el ácidoretinoico inhibela transcripcióngénicano seconocecompletamente.

11.1.4.5.5.-INFLUENCIADE LOS RETINOIDES EN LA APOPTOSIS

La apoptosiso muerte celular programadaestá implicada en numerososprocesos

biológicosdel desarrollo,de la homeostasisy en diversaspatologías.La apoptosisse puede

produciren loslinfocitos trasla estimulaciónatravésdel receptorantigénico.Estaestimulación

esunasenalquenormalmentevaasociadaala activaciónlinfocíticay ala proliferacióncelular;

sin embargo,en ciertoscasosconducea apoptosis;la apoptosises uno de los mecanismos

implicados en la selecciónnegativade los timocitos (Smith, 1989), delecciónperiférica de

célulasT maduras(Kawabe,1991)ypérdidade célulasT no infectadasen la patologíadel SIDA

(Meyaard,1992).

La apoptosisencélulasT ocurremediantela inducciónde la expresiónde dosmoléculas,

Fas(CD95)yFasL(Ligandodel Fas)los cualesdebende interaccionarparaquese transduzca

la señalapoptóticaal interior celular (Ju, 1995). Se ha encontradoque ambasmoléculasse

inducenen las 4 primerashorastrasla activacióncelulary quela apoptosispuedellegara ser

bloqueadapor inhibición competitivade FasL. El mecanismomolecularporel cual seinhibe la

apoptosisimplica al 9-ctsRA que escapazde inhibir la expresiónde FasL trassuactivación

(Yang,1993);sin embargo,los retinoidesno parecentenerningúnefectosignificativo sobrela

expresiónde Fas.

Aunqueel ácido 9-ctsretinoico inhibe la expresiónde FasL a nivel de mRNA y de

proteínano sehaprobadoqueestoocurraa nivel de la transcripción.El análisisde las regiones

promotorasde Fas y FasL no revelala presenciade ningún elementode respuestaa ácido

retinoico(RAPE)lo cualcierraunade las posiblesexplicaciones.Sepuedepensartambiénen

la existenciade algún factor de transcripcióntipo Myc-Max (Bissonnette,1994) o nur77a

(Woronicz, 1994) que forme heterodímeroscon RXR (Forman, 1995) participandoen la
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inestabilidadde los mensajerosde FasL.

En linfocitos B humanostambiénse han descritoprocesosapoptóticos,que pueden

(comoen la linea T) verseinhibidos pordosisfisiológicasde ácidoretinoico.

11.1.5.-USO TERAPEUTICO DE LOS RETINOIDES

11.1.5.1.-ENFERMEDADES DERMATOLOGICAS

La importancia del retinol (Vitamina A) en una serie de procesosbiológicos: el

crecimiento, la regulación, la diferenciación y la proliferacián de tejidos epiteliales, el

mantenimientode las funcionesvisualesy supapel en la reproducciónse conocedesdehace

muchotiempo(Wilson, 1953; Sommer,1983;Bloem, 1990).El usodel retinol en el tratamiento

de enfermedadesdermatológicasse introdujohacemásde 40 años(Keddie, 1948), pero los

numerososefectossecundarioshicieronque su empleoquedaraen desuso.La sintesisquímica

de análogosdel retinol, ha permitidoretomarestavía de tratamiento;así el isotretinoinseha

utilizadoenel tratamientode casosgravesde acné,mientrasque otrosderivadosaromáticosde

segundageneracióntalescomoel etretinatoy el acitretin,sehanutilizadoen el tratamientode

psoriasisseveray en ciertasdermatosis(Larsen,1992).

Los retinoidesantagonistasde AP- 1 (retinoidesde últimageneración) sonhoy en día la

terapiamásprometedoraparala curaciónde las diversasenfermedadescutáneas.

La activacióncelular del sistemainmuney los procesosinflamatorios de la piel son

síntomascomunesa muchaspatologíasdela piel que en algunoscasosestánmediadospor la

expresión de distintas citocinas inflamatorias que se regulan mediante los factores de

transcripciónAP-1 y Nf-kB. Los retinoidesactúan,comoen el casode los corticoesteroides;

inhibiendolos factoresAP-1 medianteel mecanismodetransrepresión(Saatcioglu,1994).Por

tanto, los retinoidessintéticospuedenllegar a ser unosagentesterapeúticosmuy útiles en

distintos procesosinflamatorios y proliferativos con menoresefectossecundariosque los

LuisM AllendeMartínez



1
¡ II.- Introducción 35

3 retinoidesconvencionales.

1
11.1.5.2.- CANCER

3 Hoy en día, en la terapiacontrael cáncerse estánutilizando agetitesquímicosque

¡ intervienenen las distintasetapasdel procesocancerososo,paraello, sehandiseñandonuevas

estrategiascondiferentescompuestos(entrelos que destacanlos retinoides)que hanmostrado

sueficacia(Greenwald,1995).

1 Losretinoidesson un nuevoagentequimiopreventivoque actualmenteestáalcanzado

¡ cierta importanciaclínica (Hong, 1995). Desdehacetiempo se conocela estrecharelación

existente entrevitamina A y desarrollode cancer; el déficit de vitamina A en animales

1 experimentalesserelacionadirectamenteconunatasaelevadade distintosprocesostumorales

3 debido, en parte, a su mayor sensibilidad a agentescarcinogénicos.Esto refleja la gran

importanciaquetienenlos nivelesfisiológicosde retinoidesparahacerfrente a los procesos

¡ malignos(Lotan, 1996).

Enmodelosexperimentalesdecarcinogénesissehamostradola eficaciade los retinoides

enla prevencióndel desarrollode cancerde piel, cavidadbucal,pulmones,glándulasmamarias,

¡ próstata,vegiga,hígadoy páncreas.Ensayosclínicosefectuadosen humanoshan mostrado

fi tambiénsuefectoen cáncerdel tractodigestivo,piel, mamay ovarios(DePalo, 1995).

¡ A continuaciónse presentanalgunaspatologíascancerosasdonde tambiénse ha

mostradoun efectobeneficiosodel tratamientocondiferentesretinoides:

3 11.1.5.2.1.-LEUCEMIAS

Desdehacetiemposesabequeel ácidoretinoico puedecausardiferenciación“in vitro”

3 de célulasleucémicas.Lascélulasleucémicaspromielocíticas(HL-60) se dividencontinuamente

1 y permanecenindiferenciadasen cultivo, comoconsecuenciade la adicióndel ácido retinoico
LuisM AllendeMartínez
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¡ al cultivo, parande dividirse y empiezana desarrollarlas característicasde células blancas

maduras(granulocitos)(Takahashi,1991).

1
Además,ensayosdlinicosenpacientesconleucemiapromielocíticaagudamostraronuna3 respuestaadecuadaal tratamientocondosisaltasde Al-RA, llegandoinclusoaun estadode

¡ remisióncompleta(Warrell, 1991).

1 11.1.5.2.2.-SARCOMA DE KAPOSI

¡ El Sarcomade Kaposi(SK) esun tumor pococorrientede origenmesenquimáticoque

hoy en díaesel tumor másfrecuenteen individuosinfectadosconel 1-11V.

¡ El mecanismoprecisoqueconduceala apariciónde la enfermedadno se conoce,pero

¡ se ha observadoque la proliferación“in vitro” de las célulascon forma de husodel SK es

dependientede variascitocinasy factoresde crecimientocomoson11-lp,11-6, PDGFy TNIF-

a, las cualesfuncionancomomoduladoresautocrinosy paracnnos.

1 Sehademostradoquelascélulasen forma dehusodel SK expresanel receptornuclear

3 RARa y por tanto son respondedorasa retinoidesen cultivo, mostrandoun efecto anti-

proliferativoaconcentracionesbajasde retinoides.La disminuciónde la tasadecrecimientode

¡ lascélulastratadasconácidoretinoicovatambiénacompañadade cambiosmorfológicosenlas

£ célulasy en su adhesividad,sugiriendoqueel ácido retinoicoestáimplicado en la alteraciónde

la diferenciaciónde lascélulasdel 5K (Ouo, 1995).

1
H.1.5.2.3.-CARCINOMA DE CABEZA Y CUELLO

¡ La patogénesisdel carcinomade célulasescamosasde cabezay cuello (CCECC) es

completamentedesconocida.Sehanpropuestodistintasanomalíasgenéticasparaexplicar la

1 transformacióndeestascélulasen célulastumorales:a) alteracionesen oncogenesespecíficos

¡ (myc) (Field, 1989),b) alteracionesen genessupresoresde tumorcomop53 (Boyle, 1993),¿)
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cambioscitogenéticosqueinvolucranadistintoscromosomas(3, 11, 15, 17) (Nawroz, 1994)

y d) modificacionesdeproteínasdel ciclo celular(Callender,1994).

El mecanismoprimarioqueintervieneen el mantenimientodelas célulasCCECCesla

activaciónde la transcripcióndelos genesTGF-ay EGFR,y se ha mostradoque TGF-ay

EGFR son reprimidos en su expresióntanto en tejido fresco como en lineas celulares

procedentesde pacientesconCCECCpor el ácidoretinoico.

La transcripciónde gendeTGF-aseredujoenun 93%y la de EGFRen un 72%en una

líneacelularde CCECCtrasel tratamientocon ácidoretinoico.Porlo tanto,estosresultados

podríanexplicarel efectoclínico observadodel ácidoretinoicosobrelesionespremalignasy su

influenciaentumoressecundariosen pacientesconcáncerde cabezay cuello (Grandis,1996).

11.1.5.3.-INMUNODEFICLENCIAS PRIMARIAS

11.1.5.3.1.-INMUNODEFICIENCIA COMUN VARIABLE

La inmunodeficienciacomúnvariable(ICV) eslainmunodeticienciaprimariamáscomún

en adultos (Rosen,1992).Las manifestacionesclínicasmásfrecuentesincluyen infecciones

pulmonaresrecurrentes,malabsorción,enfermedadesautoinmunesy un incrementoen la

incidenciadeenfermedadesneoplásicascomolinfomas,carcinomagástricoy cancerde piel.

El principal defectode lafunción inmunede estospacientesesuna marcadareducción

de la producciónde inmunoglobulinasque puedeestaracompañadaconun númeronormal o

bien reducidode célulasB. Secreequeel defectomolecularen los pacientesconICV esun fallo

en la diferenciación de la línea B aunqueaproximadamenteel 50% de los pacientes

diagnósticadosde ICV tambiénmanifiestanalteracionesen la inmunidadcelular:aumentode la

actividad supresora,disminuciónen la producciónde interleucinas(IL-2, 11-4, 11-5, IFN-y),

respuestaa mitógenosdeficientey funcionalidaddisminuidade las célulasNK.

Se han estudiadolos efectosdel ácido retinoico en la diferenciaciónde las célulasB
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empleandohibridomasB procedentesde célulasde individuosconICV. La bajaproduqciónde

IgM respectoa hibridomasde individuos normalesse corrigió con el tratamientode ácido

retinoico,que induciaun aumentoen la producciónde IgM entornoa 15 veces.

En sangreperiféricalos datosmásrelevantesdeltratamientoconácidoretinoico sonla

rápidadisminuciónde los nivelesde IL-6 (altosnivelesde 11-6 son característicosde ICV) y

la mejoraen la diferenciaciónde las célulasB de los pacientesdiagnósticadosdeICV (Saxon,

1991):

La disminuciónen los nivelesde IL-6 podríaserel resultadodel efectodel ácido 13 cis

retinoico sobrelos monocitosy macrófagosqueson la principal fluentede 11-6 en ICV. Esta

posibilidadserefuerzaporestudiosrecientesquemuestranqueel ácidoretinoicopuedealterar

la diferenciacióny activaciónde célulasdela seriemieloide(Douer, 1982).

IL1.5.3.2. SINDROMEPAPILLON-LEFEVRE

El síndromede Papillon-Lefévre(SPL) esunaenfermedadde herenciaautosómica

recesivaconunaprevalenciaestimadade 1 a4 casospormillón en la poblacióny clínicamente

secaracterizapor la conjuncióndehíperqueratosispalmoplantaren manosy pies,destrucción

de las estructurasdentariasdeciduas,y posteriormente,tambiénde la denticióndefinitiva (Preus,

1987); así mismo, los pacientescon SPL tienen una elevadasusceptibilidada padecer

infecciones,sobretodo cutáneasaunquetambiénpuedeser de tipo sistémico,comose ha

observadoen el 20-25%delos casos(Haneke,1975). Estesíndromefue descritoen 1924por

Papillony Lefevre(Papillon MM., Lefévre, 1924)y aunquelos origenesde supatologíason

desconocidos,sepuedendeberaalgúntipo de factorgenético,ya queesrelativamentefrecuente

encontrar varios hermanos afectadosdentro de la misma familia y se ha observado

consanguinidaden los padresde estospacientesen el 33%delescasos(Haneke,1979).

Antes de la utilizaciónde retinoidesen el tratamientodel SPL, la únicaterapiaquese
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utilizabaerala extracciónde las piezasdentariasinfectadasbajo coberturaantibióticay el uso

tópico de esteroides,queaúnse sigueaplicandoparamejorarel estadoepitelialy aliviar los

síntomasde modoindependiente(Borroni, 1985).

Debidoalasmanifestacionescutáneasdel SíndromePapi]lon-Lefévre(quemuchasveces

se confundencon psoriasis)variospacientessehan tratadoscon retinoides.Se han descrito

casosdel tratamientomáso menoseficazconisotretinoin(Nguyen,1986),etretinato(Bergman,

1988;Driban, 1988; Gelmeti,1989) y acitretin(Nazzaro,1988),queactúandisminuyendolas

erupcionescutáneasy la inflamación de la gíngivadentaria,llegandoa salvarseen algúncaso

los dientes.No obstante,estasdrogasno tienensiempreel resultadodeseadoy puedentener

efectossecundarios.

11.1.5.4.-INMUNODEFICIENCIAS SECUNDARIAS

11.1.5.4.1.-VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

Unade lasprincipalesvíasde infeccióndel virus de la inmunodeficienciahumana(HIV)

esla transmisiónvertical de la madreal feto (tasadetransmisiónentreel 10 al 40%).Existen

factoresde riesgoasociadoscomo son: los partosprematuros,el orden de nacimiento,los

nivelesbajosde célulasT CD4t maternalesy la malnutrición(Boylan, 1991).

La vitaminaA esun factornutricionalimportantedebidoal efectoestimuladorquetiene

sobreel sistemainmuneayudandoa mantenerla integridadde la superficiede las mucosas.

Embarazoe infección111V sonfactoresde riesgoparaindividuosdeficientesen vitaminaA

(Semba,1993).Lasconsecuenciasde un aportereducidode vitamina A durantela infección

HIV incluye unadisminuciónde la inmunidad,un incrementode la progresióna SIDA y un

aumentoen la mortalidadinfantil (Tang, 1993).

En individuosHAY la deficienciade la vitaminaA esrelativamentecomúndurantela

infección, los niveles séricoscaendurantela enfermedaddebido a una disminución de la
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absorciónde la vitaminaA procedentede la dieta(bien seadebidoadiarreao a la presenciade

patógenosintestinales),produciéndoseasu vezladisminuciónen la movilizációnde lasreservas

hepáticasderetinol durantela respuestadefaseaguda,acelerandopor tantosu utilizaciónpor

tejidosdianae incrementandola pérdidadevitaminaA atravésdé la orina(Stephensen,1993).

Los individuosadultosinfectadosconHIV que muestrandéficit de vitaminaA (< 1,05 pM)

mostraron6 vecesmásriesgode muerteque los pacientesinfectadosque no manteníanesa

deficiencia(Semba,1993a).

11.1.5.4.2.-MALNUTRICION

El alto nivel de mortalidady de enfermedadesinfecciosasasociadoa poblacionescon

déficit de vitaminaA, ha hechoqueestavitamina seaconocidapor su efectoanti-infeccioso.

Aunqueel déficit de vitaminaA ha desaparecidoprácticamenteen los paisesdesarrollados,los

niños conunadeficienciamediadevitaminaA sonmássusceptiblesa diarrea,enfermedades

respiratorias(Bloeni, 1990)y tienenunastasasmayoresdemortalidaden comparaciónconlos

individuoscon un aporteadecuadodevitaminaA.

A nivel inmunológicola malnutrición afectaal pesoy a la morfologíade los órganos

linfoides, lo que unido a unadeficienciaadicionalde vitamina A, tiene efectossinergisticos

conduciendoa una atrofla severadel bazoy timo que disminuyeel númerode linfocitos y

provocaunaproduccióndefectuosade anticuerposfrente a antígenosvirales o bacterianos

(Ahmed,1991). Tambiénsehanobservadoanormalidadesen las subpoblacionescelularesT en

individuosconaporteinsuficientedevitaminaA (< 1,05¡M). El estudiomostróprincipalmente

que niños hipovitaminosis-A tienen una proporción de linfocitos T CD4 vírgenes

(CD4tCD4SRAt)muy reducidarespectoaniñosnormales.

El aportede la vitamina A produjouna reversiónde las anormalidades,la relación

CD4/CD8aumentóa 1,32(respectoaun cocienteenindividuosnormalesde 1,3) y el porcentaje
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de las células CD4 (3 7%) se aproximóal de los niñoscon aporteadecuadode vitaminaA

(40%). Por lo tanto, la vitaminaA puedemodularla diferenciaciónde lascélulasCD4(Ross,

1992).

El comportamientocelularB tambiénseve afectadopor la hipovitaminosis-A:en niños

con déficit de vitamina A se observóunaproduccióndisminuidade lgG específicatras la

vacunacióncontoxoidetetánico.Estaproducciónde IgG recuperabalos nivelesnormalestras

el tratamientocon ácidoretinoico(Semba,1993b).
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3 11.2.-ACTIVACION DEL LINFOCITO T

11.2.1.-MECANISMO DE LA ACTIVACION DEL LINFOCITO T

¡ El sistemainmuneproporcionaal organismoun mecanismodinámicoy flexible para

¡ responderespecíficamenteaunaampliagamade antígenos(Ag) graciasala existenciade dos

g componentescelularesespecíficos:los linfocitos T y B, responsables,respectivamente,de lo que

clásicamenteseha denominadocomoinmunidad celular y humoral, y dotadosambosde

3 receptoresespecíficosdistribuidosclonalmente.Se consideraque el inicio del programade

¡ activaciondela célulaT requieredosestímulos:

a) el estímulocrítico residiríaenel adecuadocontactodel Ag conel receptorde la célula

E T (TCRICD3). Estecontactoimplica lapresentaciónde determinantesantigénicosen un bolsillo

1 de la moléculadel ComplejoPrincipal de Histocompatibilidad(MHC) situadasobrela célula¡ presentadorade Ag (APC)(Schwartz,1985).La interaccióndel TCRcon su ligando fisiológico

(Ag), en un contexto MIHC apropiado,iniciará la activacióncelular con la formación

¡ subsiguientede segundosmensajeros.Estosafectaránfinalmentea mecanismosde regulación

1 génicay culminaráncon ladivisióncelular,ademásde darsela ejecucióndefuncionesefectoras

(lisis específicade célulasblancopor partede las célulasT citotóxicaso CTL) o reguladoras

£ (liberaciónde citocinasinmunoreguladoraspor el linfocito T cooperador)(Seder,1994;Carter,

¡ 1996). Entre estascitocinas se encuentranla Interleucina2 (W-2), 1t-3, 11-4, 11-6 y el

Interferóny (IFN-y), entreotras.Estas,asu vez~actuaránbien activandoa los linfocitos B (11-

¡ 2, LL-4, 11-6), que proliferarán y se diferenciaránen células plasmáticassecretorasde

¡ Inmunoglobulinas(Igs), o bienactivandoa monocitosy macrófagos(1FN-y) sobrelos que

induciránla apariciónde receptoresparala regiónFc de las Igs, aumentandoasísucapaci4ad

fagocíticaespecífica(Gillis, 1989). Porotrapartela IL-2 controlael crecimientode los linfocitos

1 T desdelos queseha originado(Meuer, 1984a)y escapazde inducir suspropiosreceptores

¡ (Depper,1985),dandolugarasíala proliferacióncelularautocrinay paracrina.
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¡ b) El segundogrupodeestimulosnecesariosparainiciar la proliferacióny diferenciación

dellinfocito T son productossecretadospor las APC: 11-1, 11-6, Factorde NecrosisTumoral

¡ (TNIF-a). Ultimamenteseconcedemayorimportanciaalas moléculasde contactoentreAPC

3 y célulaT, destacandoespecialmentela interacciónCD2S-B7(Ward, 1996).

Desdeotro puntode vista, sepuedeconsiderarel fenómenode activaciónlinfocitaria

dividido en dosetapas:unaprimera,de adhesión,dondeaúnno sehadadoel reconocimiento

U específicodel Ag. y otra posterior,específicay dependientedel Ag, en la que se da las

¡ transducciónde señaleshacia el núcleo. En estaetapa,la molécula clave es el complejo

TCR/CD3 sobrela célulaT.

¡ Durantela primeraetapa(de adhesión)intervienendiferentesmoléculasquepueden

1 contribuirala accióncelularpordiferentesmecanismos:facilitandola interaccióncélulaT-APC

(o seapromoviendosu adhesión),modificandola señaltransmembranainiciadavía TCRy/o

iniciando sus propios fenómenosde transducción(Weiss, 1989). Entre las moléculasque

j intervienen en la primera etapa se encuentranCD2, CD4, CD5, CD8, CDl Ia/CD18,

g CD28,CD43,CDS4.LasparejasCD2/CD58,CD1Ia/CDl8/CD54,CD43/CD54y CD5/CD72

aumentanla afinidad entrela uniónde la célulaT y sucélulablanco(casode las CTL) o entre

£ las células1 y APC (caso del linfocito T cooperador)(Van de Velde, 1991; Vanderberghe,

¡ 1991). CD28,atravésdesu ligandosobrelos linfocitosB (B7), aumentala adhesiónentreéstos

y el linfocito T (Koulova, 1991).CD4 y CD8 aumentantambiénla afinidadde la unión,perosus

¡ ligandossonmoléculasMMC: MHC-ll paralos linfocitos T CD4 (Konig, 1992),y MHC-I para

3 los linfocitosT CD8 (Salter,1990).Además,CD4y CD8al igual queCD2, CD5, CD43 y CD28

puedentransduccirseñaleshaciael interiorcelularpor su relaciónconla proteinatirosín cinasa
p56 lck (Veillete, 1988).

¡ Otrasmoléculasimplicadasenfenómenosde activaciónsonCD7, CD26,CD44,CD45,

U CD69y HLA-DR. Estegrupodemoléculassecaracterizapor tenercapacidadmitogénicapara
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los linfocitos T, biensolaso unidasaotrassustanciascapacesde activarla célulaT (Carrera,

1988;Dang, 1990;Huet, 1989;Martorell, 1987;Testí, 1989; Odum,1991).

Los datosactualessugierenquela activaciónde la célulaTesel resultadodeunaserie

de señalesliberadashacia el interior celular tanto vía TCRICD3 como a través de otras

moléculas; unavez superadoel umbralde activaciónsemovilizan proteínasreguladorasde la

trancripciónde diversosgenesquevaríansegúnel subtipocelularrespondedor.
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Figura 9. Moléculasimplicadasen la adhesióny la transducciónde señalesdurantela
activacióndel linfocito T.
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¡ IL 2.2.- ESTRUCTURADE MOLECIJLALS IMPORTANTESEN LA ACTLVACIQ$ DE

LOS LINFOCITOS T.

U Deentretodaslas moléculasconocidasqueintervienenen la activaciónde la célulaT,

U sólo algunasinducenproliferacióncelularen linfocitosde sangreperiférica.Entreellas, las mejor

¡ estudiadasen humanossonCD3,CD2,CD2Sy CD28,cuyaestructurabioquímicaseexpone

a continuación.

U
¡ 11.2.2.1.-TCR/CD3

El receptorparael Ag de loslinfocitos T esel complejoformadopordoscomponentes:

U uno polimórfico y estructuralmenteúnico para cada clon de células T (TCR), y otro

monomórfico,llamadocolectivamenteCD3.

- El receptorclonotípico(TCR) estáformadopor dosglicoproteinasunidaspor puentes

disulíluroy estructuralmentesemejantesalasIgs(poseenregionesconstantesy variablesal igual

5 queéstas).La forma del receptormayoritariaen los linfocitos 1 esla formadaporunacadena

¡ a (43 kDa) y otra 13 (49 kDa) (Meuer, 1983). Posteriormenteha sido descritootro tipo de

receptorformadopor las cadenasy8 (Hass,1993).Cadaunode estospolipéptidos(a, 13, y,

U 8) contienepequeñasregionesintrocitoplasmáticas,lo quesugierepocaparticipaciónen la

¡ transduccióndirectade señaleshaciael interiorcelular.

- El complejoCD3 estáformado,por al menos,trescadenaspolipeptídicasdiferentes

U (y, 8, c), asociadasno covalentementecon el receptorclonotípico a/fi o y/a TCR. Estas

¡ proteínastienenun pesomolecular(Pm) entre 16-28kDa.Las cadenasCD3 y y 8 contienen

U sitios extracelularesde glicosilación, no así E. Estastres cadenas,al igual que las cadenas
variablescomponentesdel TCR, pertenecena la familia de las Inmunoglobulinasy se han

U originado por duplicación génica (GoId, 1987; Tunnacliffe, 1987). Las porciones

U intracitoplásmicasde lascadenasquecomponenCD3 sonconsiderablementemáslargasquelas
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de las cadenasque formanel TCR, en relaciónconel papelen la transducciónde señalesal

citoplasma(Ashwell, 1990).

LassubunidadesCD3~ y CD3rj puedenformar, entresi, homoo heterodímeros.Los

dímeros<4 y ~, unidosporpuentesdisulfiuro, pertenecenala familia de moléculasasociadas

al receptorparael fragmentoFc delasIgs: existeasociaciónde la cadena< conCD16 en células

NK (Lanier, 1989)y conFccRI en mastocitos(Orloff, 1990). Es decir, que CD3? no esun

componenteespecificodelos linfocitosT, ya queseexpresatambiénen celulasNK, ni tampoco

lo son CD38 o CD3c: seha encontradoexpresiónde CD3Ó y e en célulasNK fetaleslCR

negativas(Phillips, 1992).

La cadena4 estáimplicada en la transducciónde señalesbioquímicasintracelulares

(Irving, 1991;Klausner, 1991),y tambiénsoncapacesde transducciónde señallas cadenas~

y y-FccRI (Romeo,1991). Sehapropuestoqueexistirándiferentesclasesde receptorsobre

cualquiercélulaT debidoala diversificaciónde dímerosposiblesentrelas cadenasde CD3. Esto

haceprobableel quedistintasclasesde receptorpuedanactivara diferentesvíasintracelulares

(Bauer, 1991).

H.2.2.2.-CD2

Esunaglicoproteinamonoméricade 50 kDa quefacilita la adhesiónentrela célula1 y

APC (célulasT CD4~ cooperadoras)y entre linfocitos T y células blanco (linfocitos T

citotóxicosCDSj(Bierer, 1993). AdemásCD2 poseeun papelde transducciónde señal(Hahn,

1993).Enconjunto,lasfuncionesde adhesióny transducciónde señalfavorecenunarespuesta

máseficienteatravésdeTCR/CD3, mejorandoel contactocélula-célulay proporcionandouna

señalsinérgicaconla estimulaciónvíaTCR/CD3 (Bierer, 1988b;Moingeon, 1989b).

La expresiónde CD2 se restringe a células de linage T: se expresaya muy

tempranamenteenla ontogenia(másdel 95%detimocitos) y semantienevirtualmenteentodas

Luis M AllendeMartínez

U
U
U
U
U
u
U
U
U
U
U
¡
U
U
U
U
U
¡
u
U
U



u
¡ 11.2.- Introducción 47

¡ las célulasT madurasy en la mayoríadelas célulasNK (Moingeon,1989a).

Se handefinido tresepítoposen la porción extracelularde la moléculaCD2: Ti 1.1,

¡ presenteen todaslascélulasT y relacionadocon la uniónaeritrocitosde camero;esel sitio de

U uniónparaLFA-3 (CD58)y CDS9.Ti 1.2, presentetambiénen todaslas célulasT, y Ti 1.3,

u expresadopreferentementeen linfocitos T activados(Meuer?1984b).Losligandosfisiológicos
deCD2 sonCD58 (Dustin, 1987)glicoproteinadesuperficieampliamentedistribuidaen células

U endoteliales,epiteliales,célulasdeltejidoconjuntivoy en la mayoríade las celulassanguíneas

¡ (linfocitosT, linfocitosB, granulocitosy eritrocitos)(Springer,1987),y CD59proteínaleuco

y eritrocitaria(Hahn, 1992).

U
11.2.2.3.- CD2S

Iicialmentedefinido por el anticuerpomonoclonal(mAb) 9.3 (Hansen,1980),CD2S

esun homodímerode 89-90kDa compuestodedossubunidadesde 44 kDaunidasporpuentes

¡ disulfliro. En sangreperiféricasonCD28~ un 80% delos linfocitos1: el 95%de las células

¡ CD4~ son CD28~,y aproximadamente,un 50%de las célulasCD8~ sonCD28~(June, 1990b).

Ademásun 5% de los timocitosinniadurossonCD3-CD28~(Pierrés,1990)y a medidaque

U maduranaumentansu expresiónde superficie,fenómenoquetambiénsedatrasla activación

¡ celularT (Turka, 1990).

El ligandofisiológicode CD2SesunamoléculadenominadaB7, queesun Ag temprano

U de activaciónde los linfocitos B (Linsley, 1990).Tambiénseha detectadomRNA de B7 en

¡ macrófagos,así comoB7 de superficietrasla activaciónde las APC por IIFN-y (Freedman,

1991).

1 11.2.2.4.-CD25

¡ Aunquesehandescritofenómenosproliferativosdel linfocito~ T independientesde 11-2
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¡ (Laing, 1988), en líneasgeneralesla proliferaciónde la célulaT dependede forma mayoritaria

de unaadecuadaproducciónde ]IL-2 y unacorrectaexpresiónde sureceptor.LascélulasT al

¡ seractivadaspor el Ag promuevenno sólosu propiaproliferaciónclonal, sino tambiénla de

¡ otrascélulasT quesonactivadasporel mismoAg u otro relacionado,peroqueno producen

¡ 11-2(linfocitos T CD8~). Además,promuevenla expansióndecélulaspreviamenteestimulada~

queexpresanbajosnivelesde IL-2R de altaafinidad(linfocitosT de memoria)y de célulasno

¡ T queexpresanIIL-2R como sonlinfocitosB y timocitos(Minami, 1993).

¡ El receptorde 11-2 es único entrelos diversosreceptoresexistentesy puedeestar

formadopor3 componentesdiferentes:la cadenaa(JL-2Ra),la cadena[3(IL-2R13) y la cadena

U y (IiL-2Ry). Los tresgenesquecodificanparalos trescomponentesdel receptordela LL-2 ya

¡ hansidocaracterizados(Taniguchi,1993).

¡ La expresióndel genIL-2Ra no sedetectaen célulasT en reposoproduciéndosesu

inducción tras la activaciónde la célula T. El gen IL-2R3 se expresaconstitutivamenteen

¡ célulasT citotóxicasCD8* y no en célulasCD4 cooperadorasy es inducido tambiéntras la

¡ activaciónde la célulaT. JL-2Ry sin embargoseexpresaconstitutivamenteentodaslascélulas

linfoides(Takeshita,1992), la cadenay esademáspartecomúna otrosreceptoresde citocinas

¡ comoson: 11-4, 11-7, 11-9, 11-15(Matthews,1995).

¡ En humanos,la expresiónde diferentes combinacionesde esostres componentes

producela generacióndevarias formasdelreceptorde la 11-2, mostrandocadauno de ellas

diferentesafinidadesde uniónparala ]L-2:

¡ -Receptorde alta afinidad: formadopor las tres cadenasa, ¡3, y, es la forma que

U presentala mayorafinidadpor la IL-2 (Kd= 10” lvi).

-Receptordeafinidadintermedia:formadopor las cadena13 y y (Kd= 1 Q.9 M)

¡ -Receptorde bajaafinidad: formadopor la cadenaa(Kcfr io~ M)

¡ Estudiospreviosdemuestranquelascadenasimplicadasen la transmisióndela señalde
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la IL-2 al interior celular son las cadenas[3y y (Nelson, 1994; Taniguchi, 1995) quedando

claramentedemostradoen la inmunodeficienciacombinadaseveraligadaal cromosomaX (X-

SCID) queestáoriginadapor mutacionesen la cadenay (Noguchi, 1993). Estoprovocaun

fenotiposeverotantocelularcomohumoral siendoel pronósticofatal a menosque seproduzca

un trasplantede médulaósea(Fischer,1992).
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1L2.3.-CONSECUENCIASFUNCIONALES EN LA. ACFIVACION DE LA CELULA T.

11.2.3.1.-ACTIVACION FISIOLOGICAA TRAVES DEL COMPLEJOTCR/CD3

La unión del Ag al TCR/CD3,con la intervenciónde otrasmoléculasaccesorias,inicia

la transducciónde señaly lleva a la célulaT a su completaactivación(expresiónde Ags de

activación,comoCD25, síntesisy secreciónde linfocinas por las célulasT colaboradoras,

actividadcitolíticaen el casode las CTLs,proliferacióny expansiónclonal).

Además,de por su ligando fisiológico, el TCR/CD3 puedeser activadopor mAbs

(Tsoukas,1985)o porlectinas(PIlA, ConA). Engeneral,se aceptaquela activaciónpoliclonal

de los linfocitos T utilizando mAbs anti-CD3 equivale a la activaciónfisiológica por el Ag

presentadopor el MHC, que ocurrede forma clonal. Las lectinas actúantambién como

activadorespoliclonales,perouniéndosea diferentesmoléculasde superficie,entrelas quese

encuentranTCR/CD3 y CD2 (Chilson, 1989). Tantola activaciónconmAbs comoconlectinas

requierequeexistaun entrecruzamientodelreceptor,reflejandoasí la necesidadde interacciones

multivalentesentreel ligandoy el complejoTCRICD3 paraconseguiruna óptimaactivación

(Manger,1985).

Además,la capacidadfuncionaldelos linfocitos T dependeno solamentedel TCR/CD3

sino tambiéndelas APC, quedesempeñanvarias funciones(Geppert,1990):

- Inmovilizacióndel mAb por la porciónFc de éstesobrela superficiede la APC. Esta

funciónpuedesermimetizadaconmAbs anti-TCR/CD3pegadosaplásticoo unidosabolasde

Sefarosa.La forma inmovilizadadel anticuerpo(Ac) seríaanálogaa la forma en la que el

péptido antigénico,unidoal MHC, es inmovilizado en la superficiede las APC cuandoes

presentadoalos linfocitos T. Estosugierequela existenciadel entrecruzamientodel recéptor

por el Ag, o por Ac inmovilizados,esimportanteparainiciar la activación.Alternativamente,

la estimulacióncon ligando inmovilizado,más que conligandossolubles,puedeservirpara

prevenirla internalizacióndel lCRy potenciarasíla duracióny magnituddel estimulo.
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- Función accesoria.Las célulasT en repososon incapacesde producir IL-2 y de

proliferarenrespuestaalectinasmitogénicaso amAbs anti-TCRICD3 inmovilizados,ano ser

que seañada11-2exógena(Tsoukas,1985;Weiss,1987). Es decir, paraactivarcélulasT en

reposovía TCRICD3 senecesitaun estímuloadicional,proporcionadopor las APC, parala

producciónde11-2. Esteotro estímulopuedenser factoressolubleso moléculasde superficie

queinteractúanentreel linfocito Ty la APC. Entrelos factoressolublessesitúala 11-1 (Mizel,

1982). Enalgunossistemasexperimentales,la funciónaccesoriaha sido sustituidapor ésteres

5
de forbol (PMA) (Hara, 1985a)o por 11-6yAc anti-CD28(Baroja, 1988).

Comoconsecuenciadela activaciónmediadaporTCR/CD3 seproducenen el linfocito

T unaseriedeeventosinmediatoso tempranos(a los segundos- minutos)y otrostardíos(a las

horas-días).

11.2.3.1.1.- FENOMENOS TEMPRANOS

La ocupacióndel TCRda lugara la activaciónde unatirosín cinasa,probablementela

p59 f~n, (Cooke, 1991)queactivarála PLC por fosforilación(Weiss, 1991). Este fenómeno

inicial sevefuertementepotenciadopor la agregaciónlocalde los correceptoresCD4 (o CD8)

y CD45en lasproximidadesdel TCR, probablementedebidoa susactividadesfosforilasa(p56

lck) y fosfatasa(CD45)asociadas(Ledbetter,1993).LaPLC, a su vez,provocala rupturadel

enlacefosfodiesterde los inositoles bifosfato (11>2) originandoinositolestrifosfato (IP3) y

diacilglicerol (DAG) (Isalcov, 1987b). El IP3 y el 11>4 (metabolitodel anterior)danlugaraun

rápidoincrementodela concentraciónintracitoplásmicade Ca*+, tantopor la liberacióndesde

depósitosintracelulares(Imboden,1985), comopor la entradadesdeel exteriorcelular(Kuno,

1987). Ambosfenómenosparecendeberseala activacióndelos canalesde Ca~~por IP3 y IP4

(Gardner,1989a).
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El DAG, a su vez, activaunaproteínacitosólica, la proteínacinasaC (PKC) que se

desplazahacia la membranadondeadquieresu forma activa calcio-dependiente(Berridge,

1989). Estosefectospuedensermimetizadosporagentesfarmacológicoscomolos lonóforos

de Calcio(queposibilitanla entradade Ca~desdeel exteriorde la célula)y losésteresde forbol

(análogosdel DAG) (Chatila, 1989a).Existenvariassubespeciesde la PKC (a, 131, [32,y, 8,

e y ~). Los linfocitos T expresanprincipalmentelas formasay ¡3. Es posibleque diferentes

subespeciesde laPKC tengandistintasafinidadesde sustratoy medienasídiferentesrespuestas

funcionales(Alexander,198V).
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Ademásde la PKC (serina-treoninacinasa),existenotros sistemasenzimáticoscon

actividadtirosina o serna/treoninacinasaimplicadosen la activaciónT. Trestirosín proteín

cinasasdiferenteshan sido implicadasen la transducciónde señala través del complejo

TCRJCD3:p56lck, p59tVn y ZAP-70.

Lap56 lck estásólopresenteen linfocitos T y seasociacon las glicoproteinasCD4 y

CD8 (Veillette, 1988).

CDS y CD4 actúancomocorreceptoresdebidoala interacciónconel propioligandodel

TCR: lasmoléculasdeclase1 y las declaseII respectivamente(Salter,1990;Konig, 1992). En

definitiva, el reconocimientodel antígenopresentadopor las moléculasde MHC requierela

agregaciónfisica del complejo TCRICD3 con el correspondientecorreceptor,siendo esta

interaccióncrucialparala activaciónde la célulaT y parasu maduración(Janeway,1992).

En estecomplejoque seha formado, la p56 lck queestáasociadaa CD4 o CD8 es

activada,resultandoen la fosforilaciónde diferentessustratosincluyendo la isoformay-1 de

PLC (Weber,1992).Diferentesexperimentoshandemostradola implicacióndirectade p56lck

en transducciónde señalatravésdel complejoTCRICD3 (Strauss,1992).

La p56lck tambiénseasociaconotrasmoléculasde membranaademásde CD4y CD8

comoson IL-2R (Hatakeyania,1991)y CD2 (Mariecardine,1992),estoimplicaría posibles

funcionesen otrasvíasde activación.

La p59 fyn esotratirosina proteínacinasaquepresentagranhomologíaconp56 lck,

pero quese asociaal complejoTCRICD3 propiamentedicho (Samelson,1990). Diferentes

estudioshan demostradosu papel en transducciónde señala travésdel complejoTCR/CD3

(Cooke,1991).

Finalmente,Zap-70 seexpresaexclusivamenteen célulasT y NK (Chan, 1992).En

célulasT, Zap-70seasociacon componentesdiferentesdel complejoTCR/CD3 comosonlas

cadenasC, 8, e de CD3,pero sólo cuandoesasmoléculashan sidopreviamentefosforiladas.
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U EstosugierequeZap-70seactivaenúltimo lugarcomoconsecuenciade la actuaciónpreviade
otras tirosín cinasas (p56 lck, p59 &n), (Weiss, 1994). De hecho se ha demostrado

E recientementeel papelde pSE lck en la translocacióny fosforilaciónde Zap-70(Iwashima,

3 1994).En pacientescondéficit de Zap-70(Arpaia, 1994),seimpide la selecciónde célulasT

¡ CD8~ perono de las CD4~ demostrandopor tantoqueestatirosíncinasaestáenvueltaen los

últimos pasosdel desarrollocelularT en el timo.

3 El campodela transducciónde señalatravésdel receptorantigénicosehaconsolidado

¡ trasel descubrimientode los JTAM(ImmunoreceptorTyrosine-basedActivation Motif) queson

motivosde 16 aminoácidosloscualesestánpresentes:en las distintassubunidadesdel complejo

3 TCBICD3, en el receptordela célulaB (BCR), en el receptorparaaltaafinidadde IgE (FceRI)

¡ y en el receptorpara IgO de baja afinidad (CD16). En el complejo TCR/CD3 hay una

distribucióndistintade secuenciasITAM existiendoun motivo en todaslas cadenasexceptola

cadenaC quecontienetres. La funcionalidadde los motivos11AM es servircomo sitios de

¡ uniónespecíficosparalas proteínastirosín cinasasZap-70y Syc(Chan,1996).

g EnlaconexiónentreTCRy PLC seconcedeun papelfundamentala las proteínas.tirosín

cinasas(p56 lck, p59 tVn y Zap-70)aunqueno sedescartala intervenciónde un sistemade

¡ proteínasU (capacesde unirGTP/GDP)comointermediario(Cantrelí,1994),no siendoanibos

1 sistemasexcluyentes;así, sehan descritoproteínasO asociadasaCD45 y p56lck (Schraven,

1992),y otras implicadasen la activacióndel linfocito 1 comop2lras,que seha demostrado

U regulala expresiónde CD69 (marcadordeactivaciónde las célulasT, D’Ambrosia, 1994).

3 Considerandoqueningunadelas subunidadesdel CD3 poseeintrínsecamenteactividad

tirosín cinasa,es posiblequelos dominios intracelularesde CD3 seasocienconuna o más
tirosinacinasascitoplásmicas.Sesabeque~uneal TCR/CD3 a diferentesrutasbioquímicas

1 intracelulares(Irving, 1991)y queexisteasociaciónde ( conunatirosin cinasa,distintade p59

3 t~n, quefosforilaráa~(Chan, 1991);además<~ pertenecetambiénal sistemade proteínasO; es
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decir, tienecapacidadparaunir nucleótidosguanosina(GTP/GDP);(Peter,1992). Sepuede

pensarportanto,quela interaccióndeCD3 ~contirosin-cinasasespecíficas,tirosin-fosfatasas

u otrasmoléculaspuedaestarreguladapor su posibilidadde unir GTP/GDP.Por otraparte,se

haobservadoque complejosTCR/CD3 quecarecende C funcional puedentransducirseñalal

citoplasmaatravésdeCD3-yócy originarliberaciónde 11-2adecuadamente(Wegener,1992).

Las fosforilacionesson un mecanismobásicopara la modificaciónde las funciones

proteicasen célulaseucariotasy juegaun papel central en la regulaciónde la función del

linfocito T trassu activaciónvíaTCR. Se sabepordiversostrabajos(Chatila,1988)queun gran

númerodemoléculasde superficiepuedensersustratode la PKC: CD3 y, 8, e, CD4, CD5,

CDÓ, CD7, CD8, CD 18, CD25,MHC-I y CD43.

Figura11. Procesode transducciónde señalmediadoporproteínastirosíncinasas.

Considerandoque la unión del Ag al TCR/CD3 implica tambiénla unión de CD4 a

MHC-ll sobrelasAPC, estoactivaráa pSE lck queasu vezpodríafosforilara C (Chan,1996;

Dianzani,1992). Ademásla activacióndelaPKC causafosforilaciónde la pSE,y tanto la p56

+
Fosforilación en tirosinas
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3 lck comop59 t~n sonactivádaspor CD4S,moléculade superficieconactividadfosfatasaque

tambiénes esencialen la activaciónT (Mustelin, 1992).

¡ El cómolas fosforilacionesproteicasregulanfinalmentela expresióngénicano estábien

1 establecido.Lasfosforilacionesinducencambiosalostéricosconformacionalesy electrostáticos

1 y éstos,a su vez, podríanregularlas funcionestranscripcionalesde diversosfactores(Hunter,

1992).Así, seha propuestoquela fosforilaciónde CD3y estáimplicadaen la autoregulación

1 del TCR (Krangel, 1987).Tambiénlas fosforilacionesde CD3y puedenalteraro modularla

¡ señaltransmitidadesdeTCR, y sesabequealgunasde las proteínasfosforiladaspor ¡a PKC son

importantesenel procesonecesarioparala activacióngénica(Alexander;1989),así comoque

E las fosforilacionesen tirosina son indispensablesparala liberaciónfinal de 11-2 (Taniguchi,

¡ 1993;Taniguchi,1995).

11.2.3.1.2.-FENOMENOSTARDíOS

¡ La cascadade fenómenosbioquimicosgeneradostrasla estimulacióndel TCR activaun

g programagenéticoparael crecimientodelascélulasT y realizaciónde susdiferentesfunciones.

El programade activacióndel linfocitoT incluye la activacióntranscripcionalde grannúmero

1 de genes(Kelly, 1995),que sepuedenclasificarcomotempranos(dentrode las dosprimeras

¡ horas de contactocon el Ag e incluye la activacióntranscripcionalde protooncogenesy

citocinas)y tardíos(díasdespuése incluyeactivaciónde genescomolos de FILA-DR).

¡ a)

3 Minutos despuésde la activacióndel linfocito T se activanoncogenescelularescomo

¡ c-myc,c-fos, c-jun...,quecodifican paraproteínascuyafunciónno esbien conocidaen todos

los casos pero que probablementecontrolen el ciclo celular. Se sabe,por ejemplo~que

1 bloqueandola activacióndec-myc seinhibe la entradade la célula1 en la fasedeproliferación,

¡ y quelosproductosde c-fosjunto conlosde c-jun, estanimplicadosen la activacióndel gende
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3 la 11-2(Shibuya, 1992).

1 b) CITOCINAS

Seproducela activacióndegenesde citocinas:desdela 11-2 ala lib-E, asícomodel gen

3 de IFN-y. Aunquetodasestascitocinasparticipanen lascomunicacionesintercelulares,sólola

¡ 11-2 esresponsabledela proliferaciónautocrinadel linfocito T.

Tanto la activacióndel gen para la 11-2 como el de su receptor IL-2R son un

¡ prerequisitoindispensableparala proliferacióncelularT. Aunqueambosgenessoninducidos

¡ aproximadamenteal mismo tiempo tras el estímulo inicial, hay claras diferenciasen los

requerimientosde uno y otro en lo quea su inducción se refiere: tanto los ésteresde forbol

1 comolos lonóforosde calcio, separadamente,puedenoriginar activacióndel gende 11-2Ra,

1 perosonnecesariosambostipos deestimulosparalaactivacióntranscripcionaldel gende la 11-

2; además,la 11-2regulala induccióndel gende su receptorperono la de su mismogen; es

decirlos requerimientosparala produccióndel receptorde la 11-2 sonbastantesmenoresque

1 paraprovocarla síntesisde 11-2querequeriríala señalco-estimuladoraatravésde CD2Spara

1 estabilizar los mensajerosde 11-2 y aumentar el nivel transcripcional de los mismos
(Whittington, 1993).

¡ Se handescritodiferentesfactoresreguladoresde la transcripciónque seunena las

3 regionesgenómicascorrespondientesde las regionespromotoray potenciadoradel gende la

11-2: NF-Al, Oct,NFkB, AP-!, fos y CD2SRE(Jain, 1995;Garrity, 1994).La induccióndel

¡ gendela 11-2depende,por tantode la síntesis,activacióny/o translocaciónal ciclo celularde

¡ todaunaseriedefactoresnuclearescomoresultadofinal dela cascadabioquímicade activación

1 (Figura 12).

La regulacióntranscripcionaldelgen dela IiL-2Ra necesitasolamenteunaseñal,que

1 puedaserproporcionadapor factoresmuy diversos:lonóforosde Calcio, ésteresde forbol,

¡ mAbs anti-CD3, anti-CD2 ó anti-CD28, 11-1, TNF-a e 11-2 entre otros (Isakov, 1987b;
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Kumagai,1987;Bagnasco,1989;Ledbetter,1990;Lubinski, 1988;Lee, 1987;Depper,1985).

Estosugierela existenciade diferentessecuenciasreguladorasen el promotordel gende la 11-

2R«,conrespectoal dela 11-2, y unaregulaciónmenosestricta.

1L2Factor ~1>

Sitit..{ NF-AT

-300 -285 -255 -248 -134 -134 -93 -66 +1

Figura12. Promotorde la interleucina-2.

11.2.3.2.-ACTIVACION A TRAVES DE CD2

CiertascombinacionesdemAbs dirigidascontraCD2puedeninducirproliferaciónIL-2

dependiente(Collins, 1994),cooperaren la formaciónde Ac (Meuer, 1984b)y en la actividad

citolítica específica(CTLs) o inespecífica (NX) (Siliciano, 1985), y además, algunas

combinacionesde Ac dirigidoscontradeterminadosepítopos(Ti 1.2 + Ti 1.3) puedenoriginar

proliferaciónen ausenciade célulasaccesorias(Olive, 1986). A diferenciade los mAbs anti-

TCR/CD3 sólamentealgunascombinacionesde mAbs anti-CD2,dirigidascontradeterminados

-206 -195 -133 -171 -164
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epítopossoncapacesde estimularlos linfocitos T.

La interacciónde los estímulosapropiadosconel receptor(CD2) de membranadan

lugar, al igual quevía TCR/CD3,asecreciónde11-2, activacióndela PKC (Bagnasco,1989),

aperturade canalesde Ca~ (Gardner,1 989b),aumentodel Cat# intracitoplásmico(Alcover,

1986),producciónde segundosmensajerosdela vía de los fosfoinositoles(Pantaleo,1987), y

diversasfosforilacionesproteicasincluyendoademásla activaciónde pSElck y p59 fyn (Carmo,

1993), entrelas quese encuentranla fosforilación en tirosina de PLCy 1 (Kanner, 1992).

Aunque,seha comprobadoque la activaciónatravésde CD2 da comoresultadoun patrónde

fosforilación de tirosinasy unacinéticade fosforilación diferenterespectoa cuandose usan

anticuerposanti-CD3(Hubert, 1993).

La interrelaciónentrela vía clásica(TCRICD3) y la de CD2 ha sido ampliamente

investigada.Así, lineascelularesT CD3/TCRson incapacesde seractivadaspormAbs dirigidos

contra TCR/CD3 ni contraCD2. Si se restaurala expresiónde TCR/CD3 se recuperala

capacidaddeactivacióndeambasvías(Moretta, 1987). Sin embargoTCRICD3 no dependede

CD2 parasu funcionalismo.Es decir,que:

- La expresióndel complejoTCRICD3 esnecesariaparala transducciónde señalvía

CD2 (Alcover, 1988). Aunque no se han analizadotodasy cadauna de las cadenasdel

TCR/CD3 se sabequeCD3y no esimprescindibleparala activaciónde célulasT atravésde

CD2 (Pérez-Aciego,1991) y queCD34 síesnecesariaparala transducciónde señalvíaCD2

(Howard,1992).

- La expresiónde CD2 de en superficie no es unacondición necesariapara que

TCR/CD3 seafuncional (Moingeon, 1988).Esto no excluyeel que existanseñalesaún ño

caracterizadasqueatravésdeCD2 puedaninfluenciarla función de TCR/CD3 (Makni, 1991).

Así mAbs dirigidos contraTCR/CD~y CD2 puedenactuarsinergicamenteen la activaciónT

(Bierer, 1 988b),y no sólainentecomoresultadode unamayoradhesiónintercelulara travésde
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CD2/LFA-3 (Moingeon,1991),sinotambiénpor señalesactivasgeneradasdesdeCD2 (Bierer,

1990).

La necesidadde expresiónde TCR/CD3 sobrela superficiedel linfocito T parauna

funciónadecuadadeCD2 estábien establecidaen las células1 maduras,perotambiénseha

descritoqueCD2 puedetransducirseñalesde activación(dandolugaraun aumentode calcio

intracelular,desarrollodel programacitolítico y expresiónde CD25) en célulasquecarecende

TCR(CD3 de superficie(CélulasNK CDTCD2~y timocitosindiferenciados)(Siliciano, 1985;

Ohno, 1991). Tal vez, en estasúltimas situacionesCD2 medie una señal de activación

directamente,ya seapor unavíade transduccióndiferentea la del TCR/CD3 o por interacción

conunamoléculaaúnno conocidaque funcioneen lugarde los componentesdel TCR para

activarlamaquinariadetransducción.Al menosen el casodelascélulasNK y en líneascelulares

T Jurkat,CD2 utiliza los dímeros<4 parasu activación(Howard,1992).

11.2.3.3.-ACTIVACION A TRAVES DE CD2S

La activacióna travésdel complejoTCR/CD3 espor si mismainsuficienteparauna

óptimaproducciónde 11-2, sesabeque la co estimulacióna travésde CD28 juegaun papel

critico en la activacióndela célulaT y en la prevenciónde anergia(Linsley, 1993).

CD2Sinteraccionaconunamoléculasituadasobrela superficiedelascélulasB activádas

queperteneceala familia B7 (B7-1, CD8O;B7-2, CD8E)cuyaexpresiónseve aumentadapor

laagregacióndeMHC-ll (Koulova, 1991), asícomopor IFN-y (Freedman,1991)y por11-2

e IL-4 (Allison, 1994); medianteesta interacciónse contribuyea la diferenciaciónde los

linfocitos B en célulasplamáticassecretorasde Igs (Damie, 1991).Además,la uniónde B7 a

CD28 incrementala producciónde mRNA para11-2y, subsiguientemente,la proliferación1

(Linsley, 1991).

Inicialmente,fue descritala capacidadcomitogénicade mAbs dirigidos contraCD2Sy
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PHA(Lesslauer,1986),postenormentesedescribióla capacidadcomitogénicajunto con inAbs

anti-TCR/CD3y otraslectinas(Baroja, 1989), conésteresde forbol (Hara,1985b)yconmAbs

anti-CD2(Van Lier, 1988). Sucapacidadde aumentarla respuestaproliferativaunidoaanti-

CD3 o a anti-CD2no se limita a linfocitos B maduros,sino que seda tambiénen timocitos

(Turka, 1990). Sin embargo,laactivaciónatravésde CD2Saisladamenteno esmitogénicaper

se (no induceliberaciónde11-2) ano serque existaun alto gradode agregaciónde la molécula

(Ledbetter,1990).

La señal originadadesdeCD2S seríadiferentede la originadadesdeotrasmoléculas

accesoriascomoCDS y CD44, las cualesparecenactuaraumentandolas señalestransmitidas

por el TCRy no originar funcionesdiferentesde lasiniciadasvía TCR/CD3. Esprobableque

CD28 regulela activaciónde célulasT iniciandodiferentescascadasde señalesqueincluirían

la activaciónp21 rasy de la PI 3-cinasa(Nunes,1994;Ward, 1993).

Porotrapartela víainiciadaatravésdelCD28 no parecedependerde la modulacióndel

CD3 ni de la del CD2 (Ledbetter,1990). Y segúnalgunosautoreslas célulasT queexpresan

CD28 no seríancapacesdeactivaral gende la 11-2 trasla estimulaciónviaTCRJCD3,a no ser

queexistaademásinteracciónCD28/1B7(Fraser,1992).

El CTLA-4 (CytotoxicT lymphocyteA.ntigen 4) esunamoléculahomólogaa CD28

pero quesólo se expresaen célulasT activadasy pareceestarimplicada en el control de la

proliferacióndelas célulasT (Waterhouse,1995;Tivol, 1995). Se ha descritorecientementeque

ratonesdeficientesen CTLA-4 muerende un desordenlinfoproliferativo muy agresivo,más

severoinclusoqueel asociadoconel defectoen el ligandodel Fas (FasL).La fUnción concreta

del CTLA-4 permaneceoscura,aunquesesabequeanticuerposanti-CTLA-4 no coestimulan

las célulasT perosi tienenefectocoestimuladorcuandoseañadenjunto conanticuerposanti-

CD28(Linsley, 1992).Pareceser,por tanto, quela señalcoestimuladorade CD28 en principio

seríareguladanegativamentepor CTLA-4 (Allison, 1995)
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11.2.3.4.-ACTIVACION A TRA VESDE CD2S

Lascitocinassonfactoresreguladoresmuy potentesde la funcióncelular, siendomuy

interesanteel mecanismodetransducciónde señalatravésde los receptoresdedichascifocinas.

En general,la mayoríade citocinas,interferonesy hormonasde crecimientose unen a sus

receptoresy activanunasproteínastirosíncinasasde la familia Janus(másconocidascomoJak)

las cualesa su vez fosforilan y activandistintos factoresde transcripciónconocidoscomo

STATs(SignalTransducersandActivatorsof Transcription).

Seconocenal menoscuatrotirosín cinasasdirectamenteimplicadasen la señalización

atravésdel receptordela 11-2: p56 lck, SyK, Jakl y Jak3(Karnitz, 1995). Recientementese

ha descubiertoque 11-2 eIL-4 al unirsea sureceptorinducenla activaciónde las proteínas

tirosíncinasasJanus(Jakly Jak3),másconcretamentesehavisto quela cadenaIL-2R13 posee

un dominio citoplasmáticocapazde unir JAK1, y la cadena]TL2Ry es capazde unir Jak3

(Taniguchi, 1995). La estimulación con 11-2 provoca la asociaciónde los dominios

citoplásmicosde IL-2R13 e IIL-2Ry, estaasociaciónde cadenasqueademásaproximaríaJak1

aJak3promoveríala transmisiónde la señaldeactivaciónde la 11-2.

DescubrimientosrecientesmuestranquealteracionesdeJak3provocanun déficit severo

en la activacióncelulara travésdel receptorde la 11-2, produciendoal igual queen la cadena

IL-2Ry, SCID en huménos.Esto demuestrael importantepapel de éstatirosín cinasaen la

trasmisiónde seña]atravésdel receptorde la IL-2 (Macchi, 1995;Russell,1995)y del restode

receptoresdecitocinasquecontienenla cadenay comopartedel receptor(11-4, 11-7,IL-9, .11-

15).

Tras los eventostempranos,el procesode activacióncontinúaconla traslocaciónde

factoresnuclearescomo son : nuclearfactor of activated1 celís (NFAT), Oct, activating

protein-1 (AP-!) y NIFkB dondeya en el núcleoseunensobresecuenciasidentificadasdel

promotordela11-2 induciendola transcripciónde diversosgenesincluido el de la 11-2. (Jain,

LuisM AllendeMartínez



11.2.- Introducción E3

1995).

Figura13. Componentesdel receptorde la IL-2 y su mecanismode acciónasociado.
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11.2.4.- MOLECULAS INMUNOLOGICAS INDUCIDAS O REPRIMIDAS POR

RETINOIDES.

Los retinoidessoncapacesde induciro reprimir la transcripcióndegenesmediantesu

uniónareceptoresnuclearesespecíficos(RAR, RXR) los cualesseasocianentresi formando

unavariedaddedimerosqueactivano reprimenla transcripciónde diferentesgenesdianasobre

los queejercensufunción.

La cantidadde genescontroladospor los retinoideses amplia debidoa su vez a la

capacidaddeRAR y RIXR de controlarla expresiónde otrosgenesquecodificanparafactores

activadorescomolos genesHox, los protooncogenesy las proteínasunidorasde octámeros

relacionadascon el desarrollo(Boncinelli, 1991;de Groot, 1991;Okazawa,1991).

La regulacióntranscripcionalproducidaporRAR y otrosreceptoresnuclearestaníbién

ocurremediantela interacciónconfactoresantagonistaso sinergisticosde distintasfamiliasde

factorestranscrípcionales(comoAP-1; Schúle,1991).

11.2.4.1.-REGULACION DE LA TRANSCRIPCIONDEL GEN DE LA IL-2.

La influenciade los RAR en la diferenciacióny el crecimientode la célulaT sedebea

la capacidaddel ácidoretinoicode modularla expresióndelos genes(humanoy murino) que

codificanparala 11-2, queesel factor decrecimientoprincipal de las célulasT (Felli, 1991).

El promotorde la 11-2contienevarioselementosde control(factorestranscripcionales)

querequierenunapreviaactivaciónparasu funcionalidadporpartede la PKC y de las señales

liberadascomoconsecuenciadel aumentodel calcio intracelular(Fraser,1993;figura 10).

Sehadescritoquelainhibición mediadaporRARa en la activacióndel promotorde la

11-2consisteen la represióndel factor de transcripciónAP-1, el cualmediaen las señalesde

proliferación celular (de Grazia, 1994); a su vez se conoceque los diferentesretinoides

sintetizadosquímicamentetienencapacidadesvariablesde inhibición delfactor AP-1 y por tanto
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3 diferenteefectoanti-proliferativo(Fanjul, 1994).

¡ Lanuevageneraciónde retinoidesconefectoanti-AP-1, esdecirconcapacidadanti-

proliferativason la nuevaterapiaempleadaen unagranvariedadde procesostumorales.

u
¡ 11.2.4.2.-REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN DEL IFN-y.

El interferon-gamma(IFN-y) esunacitocinainmunoreguladorade crucial importancia

¡ en la respuestainmuneinflamatoria.La expresiónde IFN-y estárestringidaprincipalmentea

¡ linfocitos T activados,y su expresiónpuedeserreguladaporunaserie de compuestoscomoson:

la ciclosporina,los corticoesteroidesy las prostaglandinas.

¡ Tambiénseha demostrado;laregulacióntranscripcionalnegativadel promotordel IIFN-

¡ y porreceptoresdel ácidoretinoico(RAR); se creequeel mecanismoatravésdel cual el ácido

retinoicoregulaesteprocesoesvía segundaseñal(CD2S)y no vía TCR, conlo queen estecaso

seregulaporácidoretinoicoel elementode respuestaaCD28 (CD28RE); parece,por tanto,

f que los mecanismosreguladorespor partede los retinoidesde la trancripciónde estasdos

citocinasclavesen la respuestainmunológicasondiferentes(Cippitelli, 1 99E).

¡ 1L2.4.3.-REGULACIONDE LA TRANSCRIPCIONDEL GEN DE LA CADENA [3DE

3 LFA-1 (CD18).

Las moléculasde adhesiónleucocitarias(LFA-1, Mací y piSO, 95) son miembros

¡ especia]izadosde la fhmilia delasintegrinascuyaexpresiónserestringeexclusivamenteacélulas

£ delsistemainmune.Estasmoléculasformanheterodímeroscompuestosporunacadenaay una

¡ cadena[3.Hastael momentohaydescritas3 cadenasa llamadas:CDI la, CD1íb, CDI lc y una

cadenaI~ comúnconocidacomoCD18.

¡ La importanciade las integrinasleucocitariasse demuestraen el déficit de adhesión

leucocitaria(LA])) dondemutacionesen el genquecodificaparaCD18 impidenla formación
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¡ del heterodímerodisminuyendoo desapareciendola expresiónde las moléculasde adhesión

(LFA-1, Mac! y piSO, 95), lo que setraduceen unaimposibilidadde las célulasdel sistemau
1 inmuneparallegaralos sitios de inflamación.

U El CD! 8 estáreguladotranscripcionalmenteporel ácidoretinoico.Estoseha observado

¡ en las célulasHL-EO (líneacelularpromielocíticahumana);y la evidenciaexperimentalseha

confirmadoal descubrirseen el promotordel gendel CD18 la presenciade 10 sitiosRARE,

1 estassecuenciasrepresentansitios de unión paraRAR quepor su unión a ácido retinoico

¡ activaríala transcripcióndeestamolécula(Agura, 1992).

1 11.2.4.4.-REGULACION DE LA TRANSCRJiPCIONDEL GEN DE LA MOLECULA

¡ ICAM- 1.

Lasmoléculasde adhesiónintracelular(ICAM- 1, ICAM-2 e ICAM-3) se unena las

moléculasde superficieleucocitarias(LEA- 1). Estainteracciónde ICAM-l¡LFA- 1 modulauna

3 granvariedadde respuestasbiológicascomopor ejemploel reclutamientode linfocitos activados

U y macrófagosalos sitiosde infección,el reconocimientopor partede las célulasT de antígenos

sobrelascélulaspresentadorasy lavigilanciainmunológicadelos linfocitos T citotóxicosfrente

1 atumores

3 ICAM- 1 se expresaconstitutivamenteen pocostipos celulares,pero su expresiónse

inducerápidamenteen muchascélulascomoconsecuenciade estímulosproinflamatorioscomo

1 sonIL-!, TNF, IFN-y y

3 El ácido retinoico inducela expresiónde ICAM- 1; el significadofisiológico de esta

inducciónsedesconoce,sin embargoel ácidoretinoico seusaterapéuticamentecontrael cancer

incrementandola expresiónde ICAM-I lo que hace que las células tumorales seanmás

3 susceptiblesal ataquepor partedel sistemainmune (Webb, 1991).

¡ Al igual queen el casodel CD1S,la capacidaddel ácidoretinoicode incrementarlos
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nivelesdeniRNA deICAM- 1 implican la existenciaensu promotordeun elementode respuesta

a ácidoretinoico(RARE) quemediasu induccióna travésde la formacióndel complejoRA-

RARsobredichasecuencia(Cilenti, 1995).
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U Los retinoides en general ejercen funciones muy importantes en la regulación,
diférenciacióny homeotasisdel desarrollode losvertebrados;además,cadavez seimplica más

aestasmoléculasen el desarrolloy maduraciónde granvariedadde tipos celulares(incluidas

¡ las delsistemainmune),asícomoen el tratamientode diversaspatologíascomo sonel cancer,

¡ las enfermedadesdermatológicasy las inmunodeficiencias.

Por ello, en el presentetrabajo,nospropusimos:

U a)Analizarel efectodelretinol en la activacióndelos linfocitos T humanos.

¡ b) Observarsilos efectosdel retinol “in vitro” puedenser aplicadosparael tratamientode

patologíasinmunológicas.

U Demodomásespecifico,nuestrosobjetivosfueronlos siguientes:

¡ 1.- Establecerlas condicionesexperimentalesóptimas(mediodecrecimiento,

¡ sistemacelular, dosisderetinol utilizado, tiempodeadicion deretinol) para estudiar

el efectode los retinoidesenla activaciónde los linfocitos T humanos.

2.- Analizarel efectode los retinoidesen las d~feren¡evíasde activacióndel

U linfocito T, en un grupo control de individuos sanosmediantela utilización de

3 antígenosy mitógenos, tanto de membrana (lectinas, citocinas, y anticuerpos

U monoclonales),comointracelulares(activadoresde la PKC)ysuscombinaciones.
3.- Caracterizarinmunológicamentela acción del retinol sobre linfocitos T

U per4téricospreviamenteestimuladosvíaCD3.

¡ 4.- Caracterizar (a nivel inmunoquímico,fenotípicoyfuncional) el sistema

inmune peqiérico de un grupo de pacientescon d~ferentesinmunodeficiencias

(primariaso secundarias)y estudiarel efecto “fn vitro” delretinol en los linfocitos.de

¡ estospacientesy lasposiblesimplicacionesterapéuticasdelmismo.
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IV.t.- GRUPOS DE POBLACION
ESTUDIADOS

IV.1.1.- INDIVIDUOS SANOS

Se estudiaron un total de 32
individuossanosde edadescomprendidas
entre los 10 y los 45 años. Sin ninguna
patologíaen el momentode la extracción
sanguinea.

I~’.L.2.- PACIENTESANALIZADOS

Como grupo de pacientesse han
seleccionadovarios niños que presentan
diferentes inmunodeficiencias tanto
primariascomosecundarias.

Dentro de
inniunodeficiencia
analizado:

los pacientes con
primaria hemos

- 3 niñas con inmunodeficiencia
variablecomún(CVI)

- 1 niño con síndromede Wiskott-
Aldrich (WAS)

(CD3y~)

- 1 niño con deficienciade CD3y

- 2 niños y 1 niña conel síndrome
Papillon-Lefevre(SPL)

Respecto a los pacientes con

inmunodeficienciasecundariaestudiamos:

- 1 niñaconanorexianerviosa(AN)

Inmunodeficienciavariablecomún(ICV)

incidenciade tumoresgastrointestinalesy
fenómenosautoinmunes.En el 5002 delos
casosseencuentranalteracionesasociadas
de los linfocitos T. Se han estudiadotres
pacientesque se nombraráncomoICV- 1,
ICV-2 eICV-3.

SíndromedeWiskott-Aldrich (WAS)

El síndrome de Wiskott-Aldrich
(WAS) esunaenfermedadquepresentauna
herencia ligada al sexo (cromosomaX)
caracterizadapor infeccionesde repetición
que comienzanen el primer año de vida,
dermatitis(eczema)y diarreasanguinolenta.
Tambiénpresentatrombocitopeniaasociada
a un tamañoplaquetarioreducido y una
funcionalidaddeficientede susplaquetas.

Los principales hallazgos
inmunológicos a nivel humoral son:
concentracionesbajas de IgM y de
isohemaglutininas (anticuerpos contra
antígenos del grupo sanguíneo), altas
concentracionesde IgA e IgE, nivelesde
IgG normaleso ligeramentedisminuidos.
Estos pacientesademásson incapacesde
producir anticuerpos específicos en
respuestaa antígenospolisacaridicos(un
fenómenoquesesabeesT-independiente),
mientras que la respuestaa antígenos
proteicosesnormal.

La funcionalidadde los linfocitos T
estáalterada‘in vitro”: falta de respuestaen
la vía de activación del CD3; y en las
subpoblacioneslinfocitarias se observaun
númeroreducidode linfocitosT CD4.

Esta inmunodeficienciarepresenta
un grupo heterogéneode enfermedades,
familiareso esporádicas,caracterizadaspor
unadisfunciónde las célulasB consistente
enbajosnivelesséricosdeinmunoglobulinas
e incapacidad de los linfocitos B para
diferenciarse en células plasmáticas.
Clíicamente los pacientes presentan
amenudo bronquiectasias (dilatación
bronquial) (generalmente debido a
infecciones por Giardia lamblia), alta

Déficit de CD3y

La alteraciónenla cadenaCD3y fUe
el primer casoen el que se conocieronlas
basesmolecularesde un defectoasociadoal
complejoTCPJCD3(Pérez-Aciego,1991).

Los principales hallazgos
inmunológicosfueron,unadisminucióndel
500/o del númerodemoléculasde membrana
del complejo TCR/CD3 asociadoa un
númeroreducidode célulasvírgenes(CD4~
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CD45RA~) y de linfocitos T citotóxicos
CD8~.

La pérdidade CD3y tambiénestá
asociadoa unadisminución en la subclase
IgG2 y una defectuosaproducción de
anticuerpos en respuesta a antígenos
polisacarídicos.

A nivel funcional se ha descrito
también una activación defectuosadel
linfocito T en respuestaalectinas.

SíndromePapillon-Lefévre(SPL)

El síndromePapillon-Lefévreesuna
enfermedadcon una herenciaautosómica
recesivaquesecaracterizaporun cuadrode
hiperkeratosispalmoplantary periodontitis
prepuberal,ademásen el 25%delos casos
hay una alta susceptibilidad a padecer
infeccionesbacterianas.

En estos pacientes el fenotipo
celular T es anormal observando un
reducido número de células de memoria
(CD29~,CD45RO~)y unadensidadmedia
de expresióndisminuidade las moléculas
CD2 y LFA-1 (Góngora,1994).

La activacióncelular T utilizando
diferentesmitógenosy suscombinacioneses
normal.

Anorexianerviosa

La anorexianerviosa(AN) es un
síndromepsiquiátricobastantecomúnentre
las niñas adolescentes. La AN se
caracterizqaporunareducciónen la ingesta
de alimento(principalmentecarbohidratos)
como consecuenciade un sentido de la
delgadezdistorsionado.

El curso de la enfermedadestá
ademásasociadocondesordenen la función
neuroendocrina,deficienciasnutricionales,
stressy depresión.

En los pacientesdiagnósticadosde
AN sehanobservadodistintasalteraciones
en el sistema inmunológico, aunque
sorprendentementela mayoría de los
pacientespresentanun estadosaludabley

libre de infecciones,en estadosavanzados
de desnutrición sufren una serie de
característicastípicas de la enfermedad
como: amenorrea,pelo lanu~o,bradicardia,
fenómenoscompulsivose infeccionescomo
consecuenciade una alteración de su
sistemainmunológico.

Las principales alteraciones del
sistemainmunológicoson: reducciónen el
número absolutode linfocitos que afecta
fundamentalmentea las subpoblaciones
celularesT CD4 y CD8, (disminucióndel
cocienteCD4/CD8).

La respuesta funcional de los
linfocitos 1 también está alterada,
principalmentevíaCD2. Algunospacientes
presentan niveles séricos de
inmunoglobulinasdisminuidos.

IV.2.- OBTENCIONDE MUESTRAS

IV.2.1.- SUERO Y LEUCOCITOSDE
SANGREPERIFERICA

De cada uno de los individuos
estudiadosseextrajo sangrevenosaal vacío
(sistema Venoject) con diferentes anti-
coagulantes(EDTA y heparmna)y sin ellos.

- La sangreconEDTA seutilizó por
una parte para las determinacionesde
moléculasde superficie por citometríade
flujo y por otra para la realización del
recuento de las células sanguíneas
(hematíes,plaquetas,granulocitos,linfocitos
y monocitos).

- De la sangresin anti-coagulantes
se obtuvo suero mediantecentrifugación
durante 5 minutos a 2.500 rpm
(revolucionesporminuto) en unacentrífuga
Sorvalí. El suero se utilizó para las
determinaciones inmunoquimicas,
conservándosea40 C y/o a-800C (parala
determinaciónde CH100).

- La sangrehepariizadafue diluida
a la mitad en medio RPMI-1640 (Gibco,
Painsley,Reino Unido) suplementadocon
1% de antibiótico(ampicilina 12,5 mg/mL,
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cloxacilina 12,5 mg/mL,
gentanxicina4mg/mL,fungizona25 pg/mL).
La separaciónde célulasmononuclaresde
sangreperiférica(PBMC) sehizo mediante
centrifugación en gradiente de ficolí
(Lymphoprep, Nyegaard Co, Oslo,
Noruega): 6 mL de sangrediluida fUeron
colocadossobre3 mL de Lymphoprepy
centrifugadosdurante40 minutosa 1.800
rpm. Desde la interfase se aislaron los
linfocitos, quefuerondespuéslavadosdos
veces con medio RPMiI- 1640 durante10
mm. a 1.200rpm.

Posteriormente,los linfocitos se
resuspendierona una concentraciónde 0,5
x 106células/ntenel medio MMV (Gibeo,
Painsley,Reino Unido) suplementadocon
un 1% de antibióticoy 1% de L-glutamina
200mM (Biowhittaker,Walkersvílle,MD).

W.2.2.-ORTENCIONDEL MATERIAL
GENETICO

IV.2.2.1.- EXTRACCION DEL RNA
CITOPLASMATICO TOTAL

Básicamenteseutilizó el protocolo
descritopor Sambrook,1989:

-Paracada 10 a 30 millones de células se
obtiene un precipitadosecoen un tubo de
1,5 ml.
-Seresuspendeen 250 pL de tampón de
lisis (pararomperlas membranascelulares)
y 250 unidadesde inhibidor de RNAasas.
-Seincubaen hielo 1 minuto.
-Se centrífuga a 14.000 rpm durante2
minutosa 40 C
-El precipitado contiene los núcleos
celulares,y puedeutilizarsepara extraer
DNA. El sobrenadante,transparente,se
procesaparaRNA de la siguienteforma:
-Añadir 250 pl de tampónde la proteinasa
K.
-Añadir 20 pl de proteinasaK (preparadaa
lOmg/ml enTris, pH 7,5; 20 mM)
-Incubara 370 C durante30 minutos.

-Añadir 1 volumen de fenol-cloroformo
(500 pl).
-Agitar vigorosamentee incubar5 minutos
a temperaturaambiente.
-Centrifugar a 14.000 rpm durante 5
minutosa 40 C.
-Pasarla faseacuosa(superior)a un tubo
limpio.
-Repetirla extraccióncon fehol-cloroformo.
-Añadir 50 pl de Acetatosádico,pH 5,5;
3M.
-Añadir 1 ml de etanol absolutoy agitar
bien.
-Incubara ~8OOC durante30 minutoso a -

200 C todala noche.
-Centrifugar a 14.000 rpm durante 20
minutos a 40 C y aspirarel sobrenadantea
vacio.
-Añadir 500 pl de etanol al 70% (pre-
enfriadoa ~20ÓC), agitar suavementey
volver acentrifugar5 minutos.
-Aspirar el sobrenadante, secar el
precipitadoy resuspenderloen 20 pl de
aguabidestilada.
-Añadir 180 pl de TE a los 20 pl anteriores
+ 2 pl deMgCl2 1M + 2p1 de DTT 10 mM
(concentraciónfinal de 10 nWI y 0,1 mM
respectivamente).
-Añadir 200 unidades de inhibidor de
RNAasas.
-Añadir DNAasadeE coli paraquequede
a unaconcentraciónfinal de 2 pg/ml.
-Incubara 370 durante60 minutos.
-Añadir 25 pl de EDTA lOOmM y 25 pl de
SDS al 2%.
-Añadir250 pl defenol-cloroformoy agitar
intermitentementedurante5 minutos.
-Centrifugar a 14.000 rpm durante 5
minutosatemperaturaambiente.
-Pasarla faseacuosaaun tubo limpio.
-Añadir 25 pl de Acetatosódico,pH 5,2;
3M y 500 pl de etanolabsoluto.
-Incubara ~80oC durante30 minutos.
-Centrifugar a 14.000 rpm durante 10
minutosa 40 C
-Lavarcon etanolal 70 % pre-enfriadoa -

20~C.
-Secar totalmente el precipitado y
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resuspenderloen 20 pl de aguabidestilada.
-Calcular la concentraciónmidiendo la
absorbancia.

IV.2.2.2.- OBTENCION DE
COMPLEMENTARIO (cDNA).

DNA

El RNA monocatenariono sirve
comosustratoparala Taq-polimerasay en
generalparaningunaDNA polimerasa.Por
ello, paralas amplificacionespor PCR es
necesariosintetizar una hebrade cDNA
usandocomomolde la hebrade RNA. Esto
serealizaen un volumen final de 20 pl que
contiene:

-0,2a2 pg de RNA citoplasmáticototal.
-5 unidadesde inhibidor de RNAasas.
-1 mM de cadadeoxinucleótidotrifosfato
(dATP, dCTP,dGTPy dTTP).
-KCI 50 mM.
-Tris-CI 20 mM.
-MgCI2 20 mM.
-0,1 pg de oligo (dT)15 , que sirve como
cebadorespecíficode los mRNA uniéndose
a la colapoli-A.
-100unidadesenzimáticasde transcriptasa
inversa(AM V).

Esta mezcla se incuba durante 1
hora a420 C. Posteriormentese inactivala
enzimaporcalentamiento(10 minutosa 650

C). Sin necesidaddepurificación,el 25%de
estamezclasepuedeusarparaunareacción
de PCR.

IV.2.2.3.-REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA (PCR).

La PCR(Saiki, 1985)esun método
muy poderosoy sencillo para amplificar
fragmentosde ácidosnucleicos.La técnica
consisteenla repeticiónn vecesde un ciclo
básicoqueconstade las siguientesetapas:

a) Desnaturalizaciónde las hebras
del ácidonucleico.

b) Anillamiento o hibridaciónde los

cebadores.
c) Elongacióno polimerización.

En la primeraetapa,la muestrase
sometea altastemperaturas(93~970 C) para
separarlas doshebrasdel sustrato(DNA).
A continuación la temperaturabaja lo
suficiente como para permitir la
renaturalizaciónde las hebras(45~650C). Si
en la disolución hemos puesto
oligonucleótidoscomplementariosde alguna
región del DNA a una elevada
concentración, la probabilidad de que
hibridencon la secuenciacorrespondientee
impidan la renaturalizaciónde las hebrases
bastantealta. A continuación,se vuelvea
aumentarla temperatura(68-72~ C) y la
DNA polimerasa puede iniciar la
polimerizaciónusandocomo cebadoreso
“primers” los oligonucleátidoselegidospor
nosotros, y como molde la hebra
complementariade DNA. La elongación
ocurre en dirección 5’ a 3’, y la reacción
necesitatambiénuna mezclade los cuatro
deoxinucleótidostrifosfatos (dNTP). Se
necesitandoscebadores,uno en cadaflanco
del fragmentoque queremosanalizar,y su
secuenciaha de sercomplementariaa fa del
DNA sustrato en es zona. Además, las
secuenciasde los oligonucleátidos no
puedensercomplementariasentre sí para
evitar quese autohibriden.

Con la utilización como DNA
polirnerasade la Taq-polimerasa(obtenida
dela bacteriaThermnsaqualicus),capazde
soportaraltastemperaturassin degradarse,
el procesose pudoautomatizar,ya queno
senecesitabala adiciónde enzimadespués
de cadaciclo.

IV.2.2.4.-OLIGONUCLEOTIDO 5
UTILIZADOS.

A continuaciónsepresentauna serie
de oligonucleátidosempleadosparaPCRen
estetrabajo:

A) PCRcompetitivadelos mensajerosde
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IL-2 e LFN-y:

A. 1) Pareja de primers para
amplificar la IL-2:

Primer IL-2-5’: CAT TGC ACT AAG
TCT TGC ACT TGT CA

Primer W-2-3’: CGT TGA TAT TGC
TGA TTA AGT CCC TG

Con esta pareja de primers se
amplificaron las 305 pares de basesdel
cDNA del gen de la ]TL-2 de las muestras
que sequiereconocersu concentración,y
452del fragmentode DNA competitivo.

A.2) Pareja de primers para
amplificar el lEN-y:

Primer IFN-y-5’: GCA TCG TTT TGG
GTT CTC TTG GCT GTT ACT GC

Primer IFN-y-3’: CTC CTT flT CGC
TTC CCT GTT TTA GCT GCT GG

Con esta pareja de primers se
amplificaron las 427 pares de basesdel
cDNA del gendel lEN-y de lasmuestrasde
las quesequierecalcularsu concentración,
y 570 del fragmentodeDNA competitivo.

B) PCR de los mensajerosde los
receptoresnucleares:

B. 1) Para la amplificación del receptor
RXRa se diseñó la siguientepareja de
primers, a partir de la secuenciaoriginal
descrita por Manglesdorf 1990, cuyo
nombre y número de acceso son
respectivamente,HSRARLP-X52773:

PrimerHRXRA-5’: GGG CAT GAG TTA
GTC GCA GAC

PrimerHRXRA-3’: ACA AAG GAT GGG
CCC GCA GGC

B.2) La amplificacióndel receptorRARa,
serealizóconla siguienteparejade primers,
apartir dela secuenciaoriginal descritapor
Brand, 1990; cuyo nombrey númerode
secuenciasonrespectivamente,HSRARA1-

X56057:

PrimerFIRARA-5’: TTC TGA CTG TGG
CCG CTT CGC

PrimerHRARA-3’: CTG TGT CCA TGT
GGC GTG GGC

B.3) Para la amplificación del receptor
RARy se diseñaronlos siguientesprimers,
apartirde la secuenciaoriginal descritapor
Krust, 1989, cuyo nombrey número de
accesoson respectivamente,HSHRARC-
M24857:

Primer 1-IRARGC-5’: CGG TGG AGA
CAC AGA CC CCA

Primer HRARG 1 -5’: GGG ACT CTC
ACA CCG CAG CTG

Primer HRARG1-3’: TGG TCA
TGG GGA CTT CAG

IV.2.2.5.- REACCIONES
AMPLIFICACION DEL cDNA.

GGC

DE

La mezcla de reacción pára
amplificar por PCR el cDNA constabaen
todos los casosde (volumen de reacción
1004):

-l¡g de cDNA
competitiva se
competidor)
-KCI 50 mM
-Tris, pHS,3; lO mM
-MgC~ 1,5 mM
-dATP 200pM
-dCTP2001iM
-dGTP200i.tNl
-dTTP200pM
-Primer 1, 1 pM

(en el caso de la PCR
añadía también 1 gg de
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-Primer2, 1 gM
-Taqpolimerasa(PerkinElmerCetus,USA)
2,5 unidades

MO).

IV.4.2.- CITOFLUOROMETRIA

Las mezclas
amplificaron en un
automático(PerkinElmer

antenores se
termociclador

9600).

IV.3.- DETERMINACIONES
INMUNOQUIMICAS

IV.3.1.-
TOTALES

INMUNOGLOBULINAS

La muestrade sueroseutilizó para
la medición de los niveles séricosde Igs
(IgO, IgA, IgM) mediantenefelometría
cinética(Beckman,Brea,CA).

IV.3.2.- COMPONENTES DEL
SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Los nivelesde C3 y C4 se midieron
por nefelometria cinética. La actividad
hemolítica del complemento(CHIOO) se
midió medianteun ensayoestandarizadode
lisis de hematíesde camero (Actividad
hemolítica total del complemento, Ihe
binding Site Limited, Birmingham,Reino
Unido)consueroscontroly problema.

LV.4.-. DETERMINACIONES
FENOTIPICAS

IV.4.1.- RECUENTO LEUCOCITARJO
TOTAL Y DIFERENCIAL

Paralas PBMCaisladasse utilizó la
tecnicade inmunofluorescenciadirectacon
trescolores.Las PBMC se e~timularoncon
anti-CD3,añadiendoretinol tras36 horasde
iniciado el cultivo. Despuésde 3 díasde
cultivo las célulasfueronmarcadascon los
anticuerposmonoclonalescorrespondientes
(Tabla 1).

En el casodel análisisde lascélulas
de los pacientesseleccionadosserealizó el
marcajecon anticuerposmonoclonalesen
sangrecompletamedianteel sistemaQ-prep
(Coulter). Este sistema lisa los glóbulos
rojos manteniendo,la morfología de los
leucocitosy los marcadoresde superficie.El
panel de anticuerpos monoclonales
utilizadossedetallaen la tabla2.

Todas las preparaciones se
analizaronen un citómetrode flujo Epies
XL (Coulter, Hialeah,FL). Los resultados
seexpresanenhistogramasde fluorescencia
unidimensionalesdondela abcisarepresenta
intensidadde fluorescenciaen una escala
logarítmica (en unidadesarbitrarias)y en
ordenadasel númerode células(enunidades
arbitrarias) (Shapiro, 1988) o
bidimensionalesdondetanto la abcisacomo
la ordenadarepresentala intensidad de
fluorescencia correspondiente a cada
anticuerpo monoclonal utilizado con
fluoróforosdiferentespudiendoobtenerse,
según las combinacionesde anticuerpos
empleadas, las distintas subpoblaciones
linfocitarias.

Las muestrasde sangrevenosase
analizarpnen un Coulter CounterS-plus
(CoulterElectronics,Hialeah,FL) parael
recuento total. 200 leucocitos se
diferenciaronen extensionesteñidascon el
colorante de Wright (Sigma, St. Louis,
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Tabla 1. Anticuerposmonoclonales_empleados
~j~cífic¡dad Fluoróforo
CD2 PE
CD3 Cy-5
CDI8 FITC
CD25 FITC
CD29 FITC
CD45RO PE
HLA-DR PE

para el marcajede
Clon
SFCI3Pt2H9
MEMS7

1HT44H3
4B4LDC9LDHS
UCHL1
L243

PBMC aisladas
riicuiíc
Coulter
Caltag
DAKO
Coulter
Coulter
Becton-Dick.
Becton-Dick.

Tabla2. Anticuerpos
sangretotal.

Especificidad
Linfocitos T

¡nonoclonalesempleadosparael marcajede célulasde

Fluoróforo Clon Fuente

CD2 PE SFCI3Pt2HP Coulter
CD3 Cy-5 MEM57 Caltag
CD4 PR SK3 Coulter
CD45RA FITC 2H4LDH11LDB9 Coulter
CD45RO PE UCHIL1 Becton-Dick.

CDS FITC SFCI21Thy Coulter

LinfocitosB
CD19 Cy-5 SJ25-CI Caltag
HLA-DR PE L243 Coulter

LinfocitosNK
CDI6 FITC DJI3OC Dako
CD57 FITC HINK-1 Becton-Dick.

Las células que presentaban
intensidadesde fluorescenciaporencimadel
límite superiorde la distribucióndel control
negativo se consideraronpositivas. La
intensidadmedia de fluorescenciade las
células positivas se calculó
automaticamente.

IV.5.- DETERMINACIONES
FUNCIONALESEN PBMC

IV.5.I.- RESPUESTA
PROLIFERATIVA A MITOGENOS

Los linfocitos totales, aisladosde
sangreperiférica,secontaronen cámarade
Neubauer y se ajustaron a una

concentraciónde0,5 x 106 células/nten un
medio libre de suero(AIiMV) suplementado
con 1% de antibiótico y 1% de glutamina.
Los medios se esterilizaron mediante
filtración a través de Millipore OS de
diámetrode poro0,22 gM. Se repartieron
en placade 96 pocillos (Nune, Roskilde,
Dinamarca)añadiendo160 gL de células
ajustadasa0,5 x 106(queequivalea 80.000
célulasporpocillo).

A continuacióny por triplicado, se
añadieronlos reactivosenumeradosen la
Tabla 3 o suscombinaciones(Tabla4).

En los experimentosen los que se
utilizaron retinoides, se añadió20 1iL de
retinol o AT-RA a unaconcentraciónfinal
de i0~ Ma cadapocillo a las 48, 60 y 72
horastrasel inicio de cadaexperimentoLa
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incubación se realizó en una estufa con
humedadcontrolada,5% de CO2 y a 37

0C
La proliferacióncelularse midió por

incorporaciónde timidina tritiada tras un
pulsode 18 horascon 1 pCi de 3H-timidina
porpocillo, midiéndoseen un contadorde
centelleolíquido LS 1801 (Beckman).Los
resultadosson expresadoscomo el valor
medio de los triplicados.

Los anticuerposmonoclonalesIXE,

IOT3b y Leu-4 fueron utilizados
inmovilizándolos por previa unión del
anticuerpo al fondo. del pocillo tras
incubarlo durante18 horasa 40C en Tris-
HCL 5OmM (pHS). Las placas con el
anticuerpopegadofUeron lavadas3 veces
con medioRPMI en el momentode su uso
para eliminar el anticuerpono unido a la
placa.

análisis funcional
Concentrac¡ónfinal Fuente

Tabla 3. Reactivosutilizadosen el
React¡vo Nombre
AnticuerposMonoclonales

Anti-CD3 OKT3
iXE
10T3
IOT3b
Leu-4

Anti-CD28

Anti-CD2

Anti-CD26

Anti-CD69

Lectinas
Fitohemaglutinina

Pokeweed

ConcanavalinaA

Superantígenos
EnterotoxinaA

EnterotoxinaCl

Esteresdeforbol
Acetatode forbol
miristico

Interleucinas
Interleukina-2

Kolt-2

T11-I.1
TI1-1.2

Ta-1

Leu-23

12,5 ng/mL
1:2000final
0,04 ng/mL
5 ng/nt
10 ng/nt

1:600final
1:600final

0,2
1ig/nt

SOng/mL

7,5 pg/niL

PilA 1:100final

PWM 1 ng/nt

ConA 10 pg/mL

EA 1 ng/nt

ECl 1 ng/mL

PMA lOng/mL

rIt-2 50 U/mL

Ortho
CLB

CLB

CLB
CLB

Coulter

Becton

Difco

Difeo

Ca]biochem

Serva

Serva

Sigma

Genzyme
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Tabla 4. Combinaciones mitogénicasutilizadas.
- TL-2 PMA anti-CD28

anti-CD3 + + + +

anti-CD2 + + + +

anti-CD26 - - +

anti-CD69 - - +

PilA + + +

PWM + - +

PMA + - +

IV.5a.-PRODUCCION
INTERLEUCINAS

DE

IV.5.2.1.-A NIVEL DE PROTEINA

Las PBMC seestimularonbajo las
mismascondicionesque las descritaspara
los ensayosde proliferación célular. El
retinol seañadióa una concentraciónfinal
de i0~ M tras 36 horas de iniciado el
cultivo celular, en 2 dosis independientes
(cada12 horas).

Despuésde 3 dias de cultivo los
sobrenadantescelularesserecogierony las
citocinasproducidasporesascélulasfueron
medidasporduplicadomedianteun sistema
de ELISA (Enzyme-linkedimmunosorbent
assay).Las citocinascuantificadasfueron
las siguientes:It-2, IL-4, 1t-6, It-lO (RD

system, Minneapolis,
(Endogen,Boston,MA).

e WN-y

IV.5.2.2.-A NIVEL DE RNA

LasPBMC seestimularonconana-
CD3 bajo las mismascondicionesque los
ensayosde proliferación, en estecaso el
retinol se añadióal cultivo cada9 horasen
dos dosis independientes a una
concentraciónde 1 0>~ M. Las células se
recogierontras 18 horas de cultivo y se
procesaronpara la extracción del RNA
(Sambrook,1989); el RNA citoplasmático
extraido fUe retro-transcrito a cDNA
utilizando la enzima AMV (Promega,
Madison,WI).

Figura 14. Secuenciadel procesode cuantificación de los mRNA de IL-2 e IFN-y
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La cuantificaciónde losmensajeros
de IL-2 e IFN-y se realizó utilizando un
ensayo comercial competitivo MiLIVIICS
(Clontech,PaloAto, CA; Figura 14).

Se empleóestametodologíaya que
la cuantificaciónde los niveles de RNA o
los cambiosde nivelesde éstosno pueden
serfácilmentemedidosdebidoa] aumento
exponencialdel productodePCR,dondelas
pequeñasvariacionesde los mRNA pueden
serigualadascon un númeroalto de ciclos
de PCR. Para resolveresteproblema se
usanuna serie de controlesinternospara
compararla eficaciade la PCRen distintas
reacciones.Estoscontrolessonfragmentos
homólogosal DNA que sevaa amplicary
empleanla mismaparejade cebadores,por
lo que funcionancomo competidores.Las
amplificacioneslas podemosdetectaren el

gel de agarosaya que el competidorde
DNA está diseñado para genéfar un
productode PCR de un tamañodiferente
queel DNA problema.

Los cDNAs y los primers
sintetizados (ver materiales y métodos
secciónIV.2.2) seutilizaron paraPCRen
un termocicladorautomático(Perkin.Elmer
9600)con las siguientescondiciones:

- Desnaturalizacióninicial de 5 minutosa
950

- 30 ciclosde:
+ desnaturalización,30 segundosa 950 C.
+ anillamiento,30 segundosa 550 C.
+ extensión,1 minuto a72~ C.

- Extensiónfinal de 5 minutosa 72<’ C.

Figura 15. Cálculo de la [atomolar] de los niRNAs de IL-2.

Comoseobservaen la figura 15, el
cálculode lasconcentracionesde mensajero
se realizó en una gráfica cuyo eje X
representael logaritmo de la inversade la
concentracióndel competidor,y el ejeY la
relación IL-2/Competidor de las cpm

obtenidasal densitometrarel gel.
Lasbandasobtenidasseránexactamentede
la misma intensidad (es cuando
conoceremosla concentración)cuandola
relaciónIt-2¡Competidorseaigual al, se
interpolapor tantoestevalor en el ejeY y

IL-2
Mimic
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obtenemosun valor de X de 1,4. La
concentraciónreal será: 1/antilogl,4=O,04.
Este valor representala concentración
atomolar (1 atomol=1018M), de los
mensajerosde IL-2 de PBMC estimuladas
con OKT3 en presenciade retinol.

IV.5.3.- ENSAYOS
FRAGMENTACION DE DNA

DE

Los linfocitos aislados(80.000)se
estimularoncon anti-CD3 (OKT3, Ortho)
en presencia y ausencia de una
concentraciónio~ M de retinol, empleando
las mismascondicionesdescritasque para

los ensayosde proliferación.
Las célulasse cultivaron durante3

díasy, posteriormente,se realizóel ensayo
de apoptosis mediante el estudio de la
fragmentacióndel DNA. El ensayoconsiste
en marcarel DNA con loduro de propidio
(PI) (un productoqueseintercalaentrelas
basesy escapazde serexcitadopor un láser
y emitir fluorescencia) en un medio
hipotónico (0,1% de citrato sódico, 0,1%
Triton X-I0O), tras este proceso las
muestrasson analizadaspor citometríade
flujo calculandoel porcentajede apoptosis
de cadamuestradel siguientemodo:

1 OOx[incor¡xxueión de Pien la muestra a analizar (%)-incorporación espontñnca dc Pien las muestras sin estimular(%)

¡

[100%-incorporaciónespontánea de Pl en las muestrassin estimular(%)]

tomandolos porcentajesde la región sub-G
0/G,(Figura 16).

Figura 16. Fasesdel ciclo celular, las célulasapoptóticassesitúan en la fasesub G0/G1
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IV.6.- FUNCIONALIDAD DE
LINFOCITOS T-HVS

IV.6.1- INMORTALIZACION DE
LINFOCITOS CON HERPES VIRUS
SAIMIRI (HVS)

Las PBMC de los pacientes y
controlesquesequiereninmortalizarcon el
HerpesVirus Saimiri (HVS) seajustarona
unaconcentraciónde5 x 1 ~5 células/nt en
medio RPMI-1640y medioCG (Vitromex,
Vilshofen, Alemania) (1:1) suplementado
con un 10%deFCS(FetalCalf Serum),1%
de L-glutamina, 1% de antibiótico y
1 pg/mL de PHA. A los 3 días de
estimulación, las células fueron
resuspendidasa 106 células/mLen un medio
que contiene 50 U/nt de IL-2 humana
recombinante (Boehringer Mannheim,
Alemania) y colocadasen placas de 24
pocillos (106 por pocillo; Costar,
Cambridge,MA). La infección seprodujo
cuandoseinoculó 1 mL del sobrenadante
producidoporlas célulasOMK (soncélulas
de riñón del monobuho)quesonlascélulas
infectadaslíticamenteporel virus con HVS
cepaC 488.

Tras la inoculación las células se
cambiaron regularmente de medio de
crecimiento (medio RPMI-1640 y medio
CG(1:1) suplementadoconun 10% de FCS

1% de L-glutamina, 1% de antibiótico y
SOU/ml de rIL-2). Tras 3 meses de
crecimiento las líneas celulares estaban
completamenteestablecidasy presentaban
unamorfologíaestable.

IV.6.2.- RESPUESTA
PROLIFERATiVA EN LÍNEAS T-HVS

Para este ensayo, las células
infectadas con HVS se mantuvieron en
reposodurante1 semana(enun medio sin
rIL-2) seajustarona250 x lo3 células/nt
enmedioAIIM-y y seañadieron160

1iL por
pocillo (40.000 células/pocillo);
posteriormente,sedepositaronen placasde

96 pocillos donde previamente:se había
pegadoIOT3b (a una concentraciónde 0,1
~tg/pocillo)y se crecierondurante2 días,a
las24 horasde iniciado el cultivo seañadió3H-timidina y se calculó la respuesta
proliferativa.

Paraobservarel efectodel retinol
sobrela respuestaproliferativaen estalínea
celular,seañadióretinol al inicio de cultivo
en 2 dosisindependientescada12 horas.

IV.6.3.- SINTESIS DE RNAs
ESPECíFICOS DE RECEPTORES
NUCLEARES DE RETINOIDES

Las líneascelularesinfectadascon
HVS seutilizaronparaestimarla síntesisde
RNAs específicosde receptoresnucleares
de retinoides.

Paraello, las célulasinfectadascon
HVS semantuvieronen reposoduradte 1
semana(enun mediosin ríL-2) seajustaron
a 250 x io~ células/nty se añadieron160
pL por pocillo (40.000 céluas/pocillo);
posteriormente,sedepositaronen placasde
96 pocillosy secrecierondurante18 horas;
paraestimarel efectodel retinol, seañadió
al inicio del cultivo en 2 dosis
independientescada9 horas.Se recogieron
las células, seeliminó el sobrenadantey se
extrajoel RNA citoplasmático(Sambrook,
1989), se realizó la retro-transcripcióna
cDNA y se realizó una PCR con las
siguientesparejasde cebadoresespecíficos:

HRARA-5’; RARa,amplificado de 1433 pb
HIRAIRA-3’

HRARGC-5’;RARy1, amplificadode 1173
HRARG1-3’

HRARAG1~5;RARy1,anipliflcadode 1391
HRARAG1~3

JIDj~Y3~5’. RXRy, amplificado de 1431

Los cDNAs sintetizados (ver
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materialesy métodos,secciónIV.2.2), se
amplificaron por PCR, con los primers
anteriormentedescritos,con las siguientes
condicionesde PCR:

- Desnaturalizacióninicial de 5 minutos a
950

- 25 ciclos de:
+ desnaturalización,30 segundosa 950 C.
+ anillamiento,30 segundosa 550 C.
+ extensión,1,5 minuto a72~ C.

- Extensiónfinal de 5 minutosa 720 C.

Las bandas de amplifipación
específicasobtenidaspertenecientesa cada
pareja de primers se densitométraron,
observando así, si el retinol induce
diferenciasen la síntesisde mensajerosde
los receptoresnuclearesrespecto a las
célulasno tratadascon retinol.

Como control positivo de
amplificación seemplearonprimersde 13-
actína.
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V.1.- PUESTA A PUNTO DEL SISTEMA DE ESTIMULACION CON RETINOIDES

V.l.1.- RETINOL-ACIDO RETINOICO

El retinol y el ácidoretinoico(vermaterialesy métodos)sehanempleadoparaestablecer

lascondicionesóptimasde funcionamientoenel sistemacelulardiseñado,queconsisteen células

mononuclearesaisladasde sangreperiférica(PBMC).

Aunquela moléculaflincionalmenteactivay última en ejercerlas diversasfUnciones

biológicasesel ácidoretinoico, el retinol en nuestro sistemacelular ha mostradoser más

eficientequeel ácidoretinoico.El retinol enotrossistemasexperimentales(keratinocitos;Chen,

1995)tambiénesmáspotente,debidoa su mejorformade entradaen la célulay asu facilidad

de transponehastalasproximidadesdel núcleodondees oxidadoa ácidoretinoico.

Comosepuedeveren latabla5, el efectoproliferativodel retinol es ligeramentemayor

queel del ácidoretinoicosobrelas PBMC estimulascon OKT3, posteriormenteseverácomo

sehan establecidoestascondicionesde crecimiento.

Tabla 5. Efecto del retinol y del ácido retinoico (1O-~ M) en la proliferación
celular (c.p.m.x IO-~) de PBMC estimuladas(OKT3) ~‘ sin estimular(Medio)

.

Estimulo\Medio AIM-V AIM-V+ROL AIM-V+AR

Medio 1,4 0.9 1,0

OKT3 33,0 70,4 65,4
AIM-V reprcscutael medio decrecimientocompuestopor: 98% dc AJM-V, 1% dc
glutamina y 1% dc antibiótico, suplementadocon retinol (ROL) o ácido retinoico (AR).
Un ejemplo representativo dc 5 realizados.

V.1.2.- MEDIO DE CRECIMIENTO LIBRE DE SUERO

Paralapuestaapuntodel sistemacelularfue necesarioutilizar un mediode crecimiento

celular (AIM-V) libre de cualquierforma de retinoide y carotenoide,asi somoscapacesde

controlar: el retinoidequequeremosprobar, su dosisy su tiempode adición sobrelasPBMC.

El medio de crecimientoutilizado(AIM-V) setratade un medio libre de suero,esdecir

lleva los requerimientosnecesariosparaemplearlosin necesidadde suplementarIocon suerode
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ternerafetal (FCS),lo queesmuy importantedebidoa queel FCS contienedistintasformasde

retinoidesque nosharíaincontrolableel sistema.

Paraello y comosemuestraenla tabla6 (ejemplorepresentativo),seprobarondistintos

mediosde crecimiento(nosemuestrantodos los resultados),observandoen todoslos casos

cómoenlos mediosde crecimientodondeintrínsecamenteya existíaalgúntipo de retinoide(es

el casodel medio RPMI quesesuplementaconFCS,verpie detabla)su adiciónexógenasegún

lascondicionesestablecidas(ver posteriormente)no suponíaefectoadicional.Por el contrario,

utilizandoel mediode crecimientoAIM-V sí obtenemosdiferenciasclarasal adicionarretinol,

en las PBMC estimuladascon OKT3.

Tabla6. Efecto del medio de crecimientoutilizado sobrela proliferación celular
(c.p.m.x 1O-~) con y sin retinol io~ M (ROL)

.

Estimulo\Medio AIM-V AIM-V+ROL RPMI RPMI±ROL

Medio 1,4 0,9 1,3 1,3

0KT3 33,0 70,4 45,3 46,7
AIM-V representa el medio de crecirnicnto compuesto por: 98% dc AIM-V. 1% dc L-glutanuina
y l%de antibiótico.RPMI: 88%dc RPMI, 10%deFCS, l%de L-ghuamina y 1%de antibiótico.
Un ejemplo representativo de 5 realizados.

V.1.3.-TIEMPO DE ADICION

El incrementoen la respuestaproliferativainducidoenlasPBMC estimuladascon OKT3

fUe totalmentedependientedel tiempo al cualel retinol eraañadidoal cultivo (Figura 17):.’.

- si seañadeal inicio del cultivo <Juntoconel OKT3) no seproduceincrementoeñ la

respuestaproliferativa, esmásseproduceunapequeñainhibición de la proliferacióncelular.

- no huboefectoadicionaldel retinol añadiéndolosobrePBMC estimuladascon OKT3

tras24 horasdeiniciado el cultivo.

- la proliferacióncelulardelasPBMCestimuladascon OKT3 aumentasignificativamente

adicionandoretinol transcurridas48 horasdel inicio del cultivo. A partir de esemomentose

añadeuna dosiscada12 horas(hastaun total de 3). Las 3 dosis sonnecesariasya que en el
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medio de crecimientoutilizado el retinol no estáprotegidopor susproteínasfisiológicasde

unión (RBPy TTR) con lo queesaltamentelábil disminuyendosu bloactividadala mitad en

menosde24 horas.

Figura 17. Proliferación de PBMC estimuladascon OKT3 a distintos tiempos de
adición de ret¡nol 1W7M (a 0, 24 y 48 horas del inicio del cultivo). Las barras
representanla desviaciónestandard de los triplicados obtenidosen cinco donantes.

En lasPBMC aisladasde 5 individuos sanos(tablas5 y 6) semuestraquela adición de

retinol sin previaactivacióncon OKT3 no induceproliferación,es la estimulacióncon OKT3

y la adiciónde retinol 48 horastrasel inicio del cultivo celular(en 3 dosis,unacada12 horas)

lo que provocala respuestaproliferativavía CD3.

En los sistemascelularesestablecidosdondeseha visto la importanciade los retinoides

en algúnprocesocelular, las pautasde adición de retinoidessonvariablesen cadacaso.En

ciertosmodelosel efectocelular esapreciablecuandola adiciónde retinoidesseproduceen el

inicio del experimento(Garbe, 1992.),mientrasqueen otrossistemasesel retrasoen su adición
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3 lo quesuponela induccióndel efecto(Ballow, 1996).

U V.1.4.- CONCENTRACIONES OPTIMAS DE RETINOL

U Los experimentosrealizadoshan demostradoquelas PBMC estimuladascon OKT3

U junto con la coestimulacióncontinuade retinol enel cultivo produceun incrementosiánificativo
de la proliferacióncelular.Paraconocercualesla concentraciónde retinol máspotentea la hora

¡ de co-estimularlas PBMC que sehan activadopreviamentecon OKT3 se ha realizadouna

U cinéticautilizando 9 concentracionesdiferentesde retinol que van desde 1W M a ío’~ M
(Figura18).

U El incrementode proliferaciónha resultadoserdosis-dependientealcanzandoel máximo

U entrelas concentracionesde 10~a 1O~ M, consiguiéndosela máximacapacidadproliferatiyade

u las PBMC a la dosisde io~ M; éstosresultadosson coherentescon los obtenidospor otros
autoresen timocitoshumanos(Sidelí, 1988)y timocitosde ratón(Garbe,1992).
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¡ Concentración de Retinol (Iog M)

E Figura 18. Cinética de proliferación de PBMC estimuladas con OKT3 a distintas
concentraciones de retinol, adicionadas 48 horas tras el inicio del cultivo. Las barras

U representan la desviación de los triplicados de 3 donantes sanos.LuisM AllendeMartínez
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Por el contrario, las concentracionesmuy elevadasde retinoides (10~ y io~~ M)

provocaronunainhibiciónen la proliferacióncelulardebidoal efectotóxico que supusoparalas

células.

Es muy importanteresellarque lasconcentracionesóptimasquehemosestablecido“in

vitro” sonsimilaresa las existentes“in vivo’ ensangreperiférica(1-2 x 1&M).
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V.2.- EFECTO DEL RETINOL EN LAS VIAS DE ACTIVACION DE LOS

LINFOCITOS T

SobrePBMC estimuladascon unaseriede mitógenosy antígenossetestóel efe,ctodel

retinol (tabla7), añadiéndoseal cultivo a distintostiempos(a las 0, 24 y 48 horasde iniciada la

estimulación).

Tabla7. Respuestaproliferativa a distintos tiemposde la adición del retinol (1O-~ M) en un
paneldemitógenosy combinacionesmitogénicas(c.p.m.x iO~ M)

.

Estímulo Sin ROL 48H-ROL 2411-ROL OH-ROL

Control 1,4 0,9 0,7 0,8

PMA 23,3 18,3 21,6 9,9

IL-2 21,9 17,8 23,6 10,0

EA 143,7 100,8 54,3 26,9

ECl 111,3 88,4 54,5 30,1

CD3 33,0 70,4 29,3 23,3

CD3+LL-2 50,1 76,1 51,6 43,8

CD3+PMA 91,1 66,1 55,8 48,7

CD3+CD28 54,1 85,4 52,1 47,4

CD2+IL-2 48,9 ¡ 46,9 40,8 21,0

CD2+PMA 46,6 29,5 27,8 21,5

CD2+CD28 52,7 45,7 35,5 26,0

CD2S+PMA 78,3 76,1 65,7 55,6

PIlA 64,6 54,2 21,1 14,1

PHA+LL-2 74,5 62,8 52,5 40,8

PHA+PMA 82,0 59,9 52,3 45,7

ConA 99,5 92,1 54,4 32,8

ConA±LL-2 109,3 96,4 72,5 55,0

PWM 24,4 19,9 14,6 13,1

PWM+PMA 36,1 29,7 27,6 24,9

Semuestraun ejemplorepresentativode los 5 realizados
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Tabla 8. RespuestaproliferativadePBMC estimuladascon diferentes¡nitógen.osenu ausenciade retinol (sin ROL) y en presenciade retinol (conROL)

.

cpmxlo3a

Estímulo sin ROL con ROL p

3 Medio 1.2+0.5 1.0±0.5 .N.S

PMA 11.8+6 10.1+5 NS.

rIL-2 13.0±5 10.5±5 NS.

EA 64.7±42 51.6±40 NS.

3 ECl 39.3±30 33.4 +29 NS.

a-CD3 38.4±26 61.1±39 0.0042

¡ a-CD3+ rIL-2 48.1±29 58.7+37 NS.

a-CD3+ PMA 65.3 + 38 56.9±34 NS.

3 «-CD3+ a-CD28 54.3±42 72.9±47 0.0516

a-CD2S+ PMA 72.3 + 42 66.3 ±43 NS.

E a-CD26+PMA 79.5+42 71.3±41 NS.

U a-CD69 + PMA 63.7 + 41 57.2±39 NS.

PIlA 84.7 + 50 86.8+ 44 N.S.

¡ PHA+rLL-2 91.8+48 85.2+45 NS.

PHA+PMA 76.0±39 63.3+35 NS.

3 ConA 189.0+64 153.5+49 0,015

PWM 15.4 + 9 15.8+ 10 N.S.

3 PWM+PMA 29.8+14 25.8+13 N.S.

a-CD2±PMA 59.1+55 46.6+40 NS.

3 a-CD2 + rIL-2 43.4 + 29 39.5 + 29 NS.

a-CD2 + a-CD28 68.9 + 55 62.4 + 48 N.S.

¡ aLosresultadossonexpresadoscomomedia+ desviacionestandard.32 individuos sanosno

relacionadosse ensayaronpara cadaestimulo exceptoCD2 y sus combinaciones(1.6

U individuos). Los valoressignificativos de p sedestacanen negrita, el resto representanno significativas(NS.).

¡
En la tabla 7 se observaque la co-estimulacióndel retinol esefectiva sólamente

3 cuandoseadicionaretinol 48 horastras la estimulaciónde las PBMC con OKT3 y sus

¡ combinaciones(exceptoOKT3+PMA).
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3 Por lo que, una vez establecidaslas condicionesóptimas de co-estimulación

(utilizaciónde retinol io~ M, y adicióntras48 horasde iniciado el cultivo) se procedió.asu

U ensayoen un panelde 32 individuossanosno relacionadosentresi (Tabla8), observando

3 nuevamenteel efectodel retinol cuandoseempleaOKT3 y sus combinaciones(excepto

OKT3+PMA). Aunquesólo seconsiguierondiferenciassignificativascuandolas PBMC se

estimularoncon OKT3 enpresenciaderetinol, respectoa las célulassin retinol. Ningún otro

U incrementoseobservóen las restantescombinacionesensayadasal añadirretinol.

¡ Conla finalidad deasegurarqueel efectoco-estimuladordel retinol afectasólamente

a la víade activacióndel CD3, setestaronconcentracionessubóptimasde todoslos estímulos

U y suscombinacionescon las condicionesestablecidasde retinol previamentedescritas;no se

obtuvoningunaco-estimulaciónmásdel retinol sobrelasPBMC activadascon los diferentes

U mitógenosprobados(datosno mostrados).
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3 Vi.- EFECTO DE DIFERENTES ANTICUERPOS MONOCLONALES PARA

ACTIVAR VtA CD3: ESPECIFICIDADDE LA ACCION DEL RETINOL.

U Paraconfirmar la co-estimulacióndel retínol en la activacióna travesde CD3, se

1 ensayóun panelde 5 anticuerposmonoclonalesanti-CD3 diferentes(Materialesy métodos)

¡ solublesy pegadosa plásticosegúnlos casos.Con la característicaqueen ciertoscasosestos

anticuerposreconocenepítoposdiferentes,observándosequeel efectodel retinol no paréce

U serespecificode la cadenaqueesreconocidaporel anticuerpomonoclonalni de su empleo:

¡ inmovilizadoen placao soluble(Tabla9).

Tabla 9. Anticuerpos anti-CD3 utilizados.

U Anticuerpo Epítopo Clon Subclase Forma de
ant¡-CD3 reconocido de IgG utilización3 OKT3 CD3yc+CD3Óe P3 IgG2a 5

iXE CD3Ó iXE Igol SyP

U 10T3 CD3c X35 IgG2a 5

IOT3b CD3c UCHT1 IgGl P

3 Leu-4 CD3c SK7 IgGl P

La forma dc utilización de los anticuerpos fue 5 (Soluble)y P (Pegadoa plástico).

U La razónpor la cual se peganciertos monoclonalesa una placaes paraque la

3 inducción de la proliferaciónseamáspotente,debidoa quelos anticuerposcon subtipos

IgOl (subtipode la inmunoglobulinaa la cualperteneceel anticuerpomonoclonalde ratón

utilizado) tienenunamenorcapacidadparapegarseal receptorparaFc de inmunoglobulinas

¡ de los monocitos en PBMC fundamentalmente,produciendouna menor capacidad

proliferativade esossubtipos.

Los 5 anticuerposmonoclonalesanti-CD3 setestarona diferentesdilucionespara

E observarel efectodel retinol en la co-estimulaciónatravésde CD3 sobrelas PBMC de 3

3 individuos sanos(Tablas10, 11, 12, 13, 14, 15).
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Tabla 10. Proliferación
XXE soluble en presencia
retinol (c.p.m.xlOfl

.

dil.1XE final sin ROL
Medio 3,0
1:2.000 49,2
1:5.000 51,5
1:10.000 56,7
1:20.000 49,8
1:40.000 45,3
1:100.000 39,2

inducida por
y ausenciade

con ROL
2,3
87,6
80,3
77,2
69,0
49,2
42,2

Tabla 11. Proliferación inducidapor
IOT3b pegadocii presenciay auseticia
de retinol (c.p.m.x103).
[IOT3b]nglmL IOT3b lOT3b+rol

Medio 1,6 2,2
50 148,] 124,2
10 113,2 122,6
5 106,3 121,4
2,5 36,5 41,1
1 8,4 7,3
0,5 7,9 5,8

Tabla 12. Proliferación inducida por
iXE pegadoen presenciay ausenciade
retinol (c.p.m.x103).
dil.IXE final sin ROL con ROL
Medio 3,6 2,1
1:400 69,4 108,9
1:1.000 66,3 102,3
1:2.000 62,4 91,0
1:4.000 47,5 60,0
1:8.000 46,1 51,6
1:20.000 39,1 47,1

Tabla 14. Proliferación inducida por
1013solubleen presenciay ausenciade
retinol (c.p.m.x103).
[10T3¡ng/mL sin ROL con ROL
Medio 3,1 2,3
2 42,9 53,6
0,4 47,1 75,9
0,2 48,4 76,2
0,1 50,5 79,8
0,04 47,3 91,4
0,02 59,9 91,6
Se muestranlos resultadosde un ejemplo
representativode los 3 realizados.

Tabla 13. Proliferación inducida por
Leu-4 pegado en presenciay ausencia
dc retinol (c.p.m.x10~3).
[Leu-4]ng/mL sin ROL con ROL
Medio 4,2 3,1
50 11,7 10,5
10 17,2 14,1
5 15,9 12,9
2,5 15,3 11,7
1 9,2 8,8
0,5 7,1 4,0

Tabla 15. Proliferación inducida por
OKT3soluble en presencia y ausencia
de retinol (c.p.m.x10~).

[OKT3lng/mL sin ROL con ROL

Medio 2,] 1,4
12,5 22,9 34,8
6,25 19,0 23,0
4,2 16,1 18,6
1,25 20,2 29,0
0,25 10,1 11,5
0,12 4,6 5,8
0,06 2,7 2,3

La respuestaproliferativaconlos anticuerposanti-CD3 testadosfue favorablemente

influenciadaporla presenciaderetinol (exceptoconLeu-4,que seconoceesel monoclonal

menosmitogénicode los ensayados).En la figura 19 serepresentanlas concentraciones

LuisM AllendeMartínez
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óptimaselegidasde anticuerposanti-CD3 (en negritaen las tablas10, 1], 12, 13; 14, 15)

donde se han observado mayores diferencias en la proliferación celular de PBMC

coestimuladascon retinol respectoa sin él.

Figura 19. Respuesta proliferativa de PBMCs estimuladas con diferentes
anticuerpos anti-CD3: A (Leu-4 pegado),B (OKT3 soluble), C (iXE soluble), D
(10T3 soluble), E (iXE pegado)y F(IOT3b pegado)en presencia y ausenciade
retinol (ROL) 10~7M. La figura esun experimentorepresentativo de los 3 realizados.
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1 V.4.- LA CO-ESTIMULACIONPRODUCIDAPOREL RETINOL NO ES DEBIDA.

A UNA DISMINUCION DE LA APOPTOSIS.

£ Con la finalidad de esclarecersi el retinol incrementala prolíferaciónlinfocitaria a

3 travésde acostade inhibir la apoptosisinducidapor estavía, se realizó un ensayode

¡ fragmentaciondeDNA en 5 individuossanosno relacionados.A la concentraciónde OKT3

ensayada(2 ng por pocillo) sólo un4,7% de los núcleoscelularesmostrabanfragmentación

¡ en ausenciaderetinol, mientrasquela adición de retinol no supusoun aumentosignificativo

¡ (6,4%).Lo cual contrastacon el aumentosignificativo de la incorporaciónde timidina co-

estimulandoesasmismascélulasen presenciade retinol (39,4%)respectoa con OKT3 sólo

1 (19,8%)(Figura20).

¡
¡
¡
1
¡
a
u
3 Figura 20. Efecto del retinol en la inducción relativa de proliferación (columnas de

la izquierda) y en la apoptosis (columnas de la derecha) en PBMC estimuladascon
OKT3. La proliferación media relativa secalculó:

1 1 OOx[incorporaciónde timidina con OKT3 (cpm)-incorporaciónespontánea(cpm)

]

[máximaincorporaciónde timidina (cpm)- incorporaciónespontánea(cpm)]
en 32 donantessanos.El porcentajedeapoptosissecalculócomosedescribeen mat.U
y mct. en 5 donantessanos.
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Por lo tanto, el aumentode proliferacióncelular al añadirretinúl a las PBMC

estimuladascon OKT3 no esconsecuenciade unadisminuciónde la apoptosissino de una

verdaderaproliferacióncelular,ya queno existendiferenciassignificativasen la apoptosisde

célulasestimuladascon OKT3 enpresenciay ausenciade retinol.
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3 V.5.- EFECTO DEL RETINOL EN LA INDUCION DE CLTOCINAS

¡ Paraconocermás en profundidada travésde qué mecanismosel retinol modulala

mitogénesisa travésde CD3, se realizaronuna serie de experimentos,para descubrirsi el

1 aumentode proliferacióncelularde lasPBMC estimuladascon OKT3 en presenciade retinol

¡ está condicionadopor el aumentoo disminución de mediadoresde la función inmune

denominadosinterleucinas

1
¡ V.5.1.-EFECTO DEL RETINOL EN LA INDUCCION DE CITOCINAS A NIVEL Dk

PROTEINA.

£ SobrelasPBMC de un panelde 10 individuossanosno relacionadosseinducela síntesis

y secreciónde interleucinasa travésde la estimulacióncon OKT3 en presenciay ausenciade

retinol (Materialesy métodos).

En los sobrenadantescelularesrecogidosfueroncuantificadasuna seriecitocinasque

¡ pertenecena dos fenotipos: fenotipoThl (función inmune celular) y fenotipoTh2 (función

¡ inmune humoral).

Los resultadosmuestranun aumentono significatico de los nivelesde It-2 e LEN-y

1 (fenotipoTh1), mientrasqueenel restode citocinascuantificadas(IL-4, IL-6, IL- 10) no se han

3 observadodiferenciasclaras.(Figura22).

1 V.5.2.- EFECTODEL RETINOL EN LA INDUCION DE CITOCINAS A NIVEL DE

RNA MENSAJERO

¡ Paraconfirmar los resultadosobtenidosen la secreciónde interleucinasa nivul de

proteína(IL-2 e IFN-y), se procedióa la cuantificaciónde los mRNAs de IL-2 e lEN-y

3 medianteel diseño deunaPCRcompetitivaestablecidaentreel cDNA que sequierecuantifiga~

¡ (IL-2 e IFN-y) y un fragmentode DNA homólogo(diferenteparacadainterleucinaque se

LuisMAL/endeMartínez
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quierecuantificar) que sirve de competidor,y que al conocersu concentraciónnos da la

concentraciónde los transcritosobtenidos(Materialesy métodos).

Realizandoesteensayose confirmaquela producciónde IL-2 e IFN-y es potenciada

porla adiciónde retinol a las PBMC estimuladasconOKT3, obteniendoen el casode fa IL-2

un aumentode inducción de 20 vecesen las células estimuladascon retinol respectoa las

estimuladassólamentecon OKT3 y deunas50 vecesen el casode los nivelesde RNA de IFN-y

estimuladosde igual formaconretinol respectoa los quesólamenteseestimularoncon OKT3.

Figura 21. Efectos del retinol sobre la producción de citocinas en PBMC
estimuladas (OKT3) y sin estimular (Medio). Las barras representan la
desviación estandar de los duplicados de 10 donantessanos.
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C-mimic (452 bp)>

11-2 (305 bp)>

MI M2 M3M4 MS M6M1 M2 M3 M4 MS M6 WM
II

C-mim¡c (570bp)>
IFN-y(427 bp)>.

CON ROL
(0.36)

SIN ROL
(0.007)

Figura 22. (A) Los nivelesde transcripción de IL-2 en PBMC, cuantificados mediante un
ensayocompetitivo, semejoraron 20 vecespor la adición de retinol 107M. (B) Los niveles
de transcripción se mejoraron 50 veces en las mismas condiciones d&;cultivo.
Concentraciones del DNA competitivo: Mi, 10~ attomoles/jxl; M2, ío~ attomo¡esfd; M3,
10.2 attomoles/gl; M4, 1O~ attomoles/gl; MS, 1 attomoles/gl; M6, 10 attomoles/gI. Fin”
entre paréntesis representa la concentración en attomoles/gi.
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It
‘a
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V.6.- EFECTO DEL RETINOL EN LA INDUCION DE MARCADORES DE

ACTIVACION DE LAS CELULAS T.

El estudiode unaseriedemarcadoresde superficiedela célula1, esotra formade intentar

descubrirel mecanismopor el cual los retinoidesproducensusefecto.Paraello unavezrecogidos

los sobrenadantesparala cuantificaciónde interleucinaslas célulassobrantesseutilizaronparael

análisisdela expresiónde marcadoresde activación-adhesióncaracterísticosde célulasT: CD 18,

CD2, CD45RO,CD25.

La figura 23 muestralos resultadosexpresadostanto en forma de porcentajede células

positivas(%), como de densidadmediade moléculasporcélula(M).

Las PBMC deun panelde 10 individuosadultossanosno relacionadosfueronestimuladas

con OKT3 en presenciay ausenciade retinol í0~ M. En la secuenciadel promotorde CD1S

(cadena13 deLFA-1) se conocela presenciade RAREs(Agura, 1992),con lo que en principio

puedeserunamoléculainduciblepor retinol.

La adición de retinol a las PBMC estimuladascon OKT3 mostróun aumentotanto del

porcentajecomo de la media de expresióndel CD1S. En todos los casosel CDI8 obtenido,

mostrabauna pérdida de la población “dulí” tras la estimulacióncon OKT3 que se hace

gradualmentemayortrasla estimulacióncon OKT3-¡-ROL.

En el casode la expresiónde CD2 ningúnefectoaditivo del retinol pudo serdemostrado

trasla estimulaciónde las PBMC con OKT3.

Porel contrario,tanto la proporcióncomola densidadmediade moléculasporcélulade

CD4SRO (unmarcadorde célulasT de activación/memoria)aumentaen las PBMC estimuladas

conOKT3 trasla co-estimulaciónconretinol, y esteaumentoescoincidentecon la pérdidadel pico

“dulí” (de bajadensidad)del CDIS segúnsecoestimulacon 0K13 y con OKT3 +ROL.

Porúltimo, el retinol aumentala expresiónde la cadenaa del receptorde la IL-2 (CD25)

sobrePBMC estimuladascon OKT3, estosresultadossonsimilaresa los publicadospara

LuisMA1/endeMartínez
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MEDIO OKT3 OKT3 + ROL

100 fléé

.1 1 II 190 4000 •.1

1 4 10 100 1000

1 10 400 1000

Figura 23. Análisis por citometría de flujo de marcadores de superficie de PBMC después
de 3 días de cultivo mantenidas en diferentes condiciones: mantenidas cii medio libre de
suero (medio>, estimuladas con OKT3(OKT3) o con OKT3y retinol i& M(OKT3+ROL).
Los marcajes representados se han gateado sobre células CD3~, mostrándose el porcentaje
positivo y entre paréntesis la densidad media de expresión.

timocitos humanos donde el ácido retinoico media la induccióntanto deIL-2Rct y IL-2Rp (Sidelí,

1988; Sidelí, 1993).
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¡ V.7.- ESTADOINMUNOLOGICODELOSPACIENTESANALIZADOS.

¡ Paraesteestudiocontamoscon unaseriede pacientesquesehandiagnosticadode una

inmunodefienciaprimariao secundaria.

£ La inmunodeficienciaprimariaes la alteraciónqueafectaa algúncompartimentoque

¡ perteneceal sistemainmunológico,mientrasquela inmunodeficienciasecundariaafectaa algún

compartimentoajenoal sistemainmunológicoperoquesecundariamenteesinfluenciado.

f El estudioinmunológicorealizadoalos pacientesha consistido:

£ 1.- Análisis de las principalessubpoblacioneslinfocitarias

2.- Estudiode activacióncelularlinfocítica

1 3.-Estudiodeinmunidadhumoral

¡ 1.- Análisis de subpoblacioneslinfocitariasm Respectoa lassubpoblacioneslinfocitariasseevaluaronlos marcadoresprincipales(CD)

de linfocitos T, B y NK (Tabla 16):

¡ 1.1.- Linfocitos T

1 Hay unaacusadadisminucióndel porcentajede célulasCD3 tanto en WAS como en

CD3y; en WAS esacostafundamentalmentedela disminucióndel porcentajede célulasCD8

¡ y en CD3y esdebidoa la disregulacióndel númerode célulasCD4 (afectandograveménte

¡ tambiéna las subpoblacionesCD4RA y CD4RO) y CD8, como semanifiestaen el elevado

cocienteCD4/CDS.

¡ En dos enfermosde Papillon-Lefévre(SPL-1 y SPL-3) se encuentradisminuida la

(3 subpoblaciónCD4~CD45RO~,que es característicode estetipo de patología.Y en AN

¡ encontramosunadisminuciónde célulasvírgenes(CD4tD45RA~)y un cocienteCD4/CD8

disminuido,quetambiénesun hechocomúnaestetipo de malnutrición.

3 1.2.- Linfocitos B

3 Lo másimportanteeslaligeradisminucióndel porcentajede linfocitos B (CD 19)en los

LuísMA1/endeMartínez
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trespacientescon inmunodeficienciacomúnvariable(ICV).

A¡ 12.- Linfocitos NK

El númerode linfocitosNK permanecenormalexceptoen dospacientes(ICV- 1 y WAS)

¡ dondeestánclaramenteelevados.

¡ L- Estudiode activacióncelularlinfocítica

Se observacomolos pacientesdiagnosticadosde inmunodeficienciasmásgraves(ICV,

¡ WAS, CD3y) presentangravesdefectosde proliferación celular frentea los mitógenosy

¡ antígenostestados,afectándoprácticamenteatodaslas víasde activaciónde la célulaT. Por el

contrario,en el restodelos pacientesanalizadoslas alteracionesen la activaciónlinfocítica son

1 muchomásleves(Tabla 17).

¡ 3.- Estudiode inmunidadhumoral

A] igual queen el casoanterioraquellospacientescon inmunodeficienciasmásgraves

(ICV, WAS y CD3y) son los que sufren mayoresalteracionesen la inmunidad humoral,

¡ presentandoalteracionesmuy importantesen la síntesisde inmunoglobulinas.El resto de

¡ pacientestienenalgunaalteraciónno significativa(Tabla 18).
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V.8.- EFECTO DEL RETINOL SOBRELA ACTIVACION CELULAR LINFOCITICA

EN LOSINMUNODEFICIENTES.

El efectodelretinol sehaevaluado“in vitro” sobrela proliferaciónde PBMCsde 9 niños

quepadecenalgúntipo de inmunodeficienciabiencaracterizada,se hanutilizado exactamente

lasmismascondicionesde cultivo queparaponerapuntoel sistemade retinol (concentración

de retinol 1 07M, adición48 horastrasel inicio del cultivo en 3 dosisuna cada12 horas).
~1

A la vista de los resultadossepuedeconcluir que el retinol no tiene ningún efecto

adicionalen la proliferacióninducidaporOKT3 en los pacientesen los que existeun defectoen

la vía de activacióna travésde CD3 (3 ICV, WAS, y CD3y’) debidoa su mecanismode

actuacióna travésde estavía; por el contrario,en el restode pacientesdiagnosticadosde

inmunodeficiencias(3 SPLy AN) el retinol si tuvo un efecto adicionalimportanteen el aumento

de proliferacióndelasPBMC estimuladascon OKT3. Los resultadosobtenidossemuestranen

la tabla 19.

Tabla 19. Efecto del retinol en la proliferacióndePBMCsde pacientesdiagnosticadosde
diferentes inmunodeficiencias(c.p.m.x 1O~).

Paciente OKT3 OKT3+ROL

ICV-1 0,9 0,8

ICV-2 2,4 2,5

ICV-3 0,4 0,5

WAS 1,2 1,6

CD3y 29,6 28,5

SPL-1 43,3 87,5

SPL-2 15,5 32,3

SPL-3 19,2 52;3

AN 38,1 91,1

Controles sanos 38,4+26,0 61,1±39,0

LuisM AllendeMartínez
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V.9.- EFECTO DEL RETINOL EN LA RESPUESTA PROLIFERATIVA flj LAS

LINEAS T-HVS.

El efectoco-estimuladordel retinol obtenidoen PBMCS estimuladasconOKT3 se ha

intentadoconfirmarsobreotro modelo celular,paraello los linfocitos T seinfectaroncon el

herpesvirus saimiri (HVS) obteniendolíneas celulares1 que permanecenen continuo

crecimientoen un medio dependientede IL-2.

Paraello y comoenel casodelasPBMC, secuantificóla respuestaproliferativade estas

líneasT-HVS cuandoseestimularoncon anti-CD3 (pegadoa placa) en presenciay ausenciade

retinol. Fue necesariola utilización de un anticuerpomonoclonalanti-CD3 pegadoa placa

(IOT3b)yaqueenestalíneacelularcarecemosde célulaspresentadoras,por lo queel proceso

de presentacióndebesermimetizadomediantela unión aplacadel anticuerpomonoclonal.

Para cuantificar la proliferación celular setestaron3 concentracionesdiferentesde

IOT3b pegado(100 ng, 50 ng y 25 ng por pocillo), secomprobóque la dosis quemayor

proliferaciónproducíaera 100 ng empleandolasólacomo en presenciade retinol (Tabla20).

El efectoproliferativodel retinol sobrelaslineascelularesT-HVS se produceañadiendo

el retinol desdeel comienzodel cultivo en 2 dosisindependientescada12 horas.

Tabla 20.Proliferación celular de las líneas
(cp.m. x lOfl

.

Línea HVS-1

[IOT3bJ - +

100 ng 21,4 64,4

50 ng 20,8 53,1

25 ng 19,0 47,6

T-LIVS a distintas concentracionesde IOT3b

HVS-3 IJVS-4

- + +

14,5 43,7 29,9 90,7 8,3

6,2 22,6 24,6 38,7 4,8

3,6 20,6 35,9 28,2 5,8

coestimulaciónempleandoretinol 1 O~ M

HVS-2

+

11,8 82,9

7,8 24,7

6,9 12,9

- representa la no adición de retinol y + la

LuisM AllendeMartínez
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En la figura 24 serepresentala estimulaciónde las célulasT-HVS con 100 ng de IOT3b
9

por pocillo enpresenciay ausenciade retinolobservandoclaramenteel efectocoestimuladordel

retinol en las líneasT-HVS respectoa los linfocitos T-HVS sin coestimular.

Figura 24. Respuestaproliferativa de
con 100 ng de lOT3b en presenciay ausenciade retinol (c.pm.).
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U V.b- SINTESIS DE RNAs ESPECIFICOS DE RECEPTORES NUCLEARES DE
RETINOLDES EN LAS LINEAS T-HVS.

U Una vez comprobadoque el modelo celular T-HVS era válido y cumplía los

U requerimientosnecesarios,seempleóparaestimarla síntesisde RiMAs específicosde receptores

u nuclearesde retinoides.

U
U
U
U
U
U Figura 25 Amplificación por PCR de transcritos de RARa en lineas T-HVS en

ausencia (4) y en presencia (5) de retinol 1O>~ M, respecto a un gen no inducible por
retinol como es la ~-actina. Las calles 3 y 6 representan los controles negativos deU
amplificación. WNI: marcador de pesomolecular.

U Se queríacomprobarsobreestalíneacelular si la coestimulaciónconretinol induce la

U síntesisdemensajerosparalos receptoresnuclearesde retinoides;en estecasono fue necesario
la estimulación con anti-CD3 al tratarse estas líneas celularesde cultivos que están

U continuamenteactivadosdebidoa su crecimientoen un medio con IL-2. Paradisminuir esta

U activacióncelularsonmantenidasen reposoen un medio sin 11-2 duranteuna semana,de esta

U formaseimita el efectodel anticuerpoanti-CD3.
Como se presentaen la figura 25, se ha conseguidola indución del mensajerodel

U receptornuclearRARy, con lo cualel retinol puedetenercapacidadde estimularla síntesisdeu mensajerosespecíficosparasupropiomecanismode acción.En el restode receptoresnucleares

LuísM AllendeMarrinez

U

2176
1766 ‘ ‘~k’~ -ERAR«(1433pb)
1230

1033 ‘9 actina(il5Opb)

653

WM 1 2 3 4 5 6



V.- Resultados 112

probadosno seobservóningúnefectoporlo quesecreequedebede existir algúnmecanismo

de controlnegativoquereguleesteprocesoparaqueno seproduzcaun continuodispárode la

transcripciónde los genes reguladosa travésde estemecanismocomo es el caso de la

transrepresiónproducidaa nivel de la piel (Fisher,1996).

LuísM AllendeMartínez
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Enel presentetrabajo,seha estudiadoel efectodel retinol enla vía de activaciónCD3

1 ¡
en PBMCy en líneasT-infectadascon el herpesvirus saimiri de un panelde individuossanos

U y de pacientesdiagnosticadosde diversasinmunodeficiencias.

¡ Recientementeennumerosaspublicacionesseha evaluadoel efectodel retinol sobreuna

granvariedadde célulasinmunocompetentesincluyendo: timocitos(Garbe,1992;Iwata, 1992),

U linfocitos T de ratón(Cantorna,1994;Friedman,1993;Racke,1995),fibroblastosde pulmón

¡ humanos(Zitnik, 1994),timocitoshumanos(Sidelí, 1993) e hibridomasde células1 (lwata,

1992).

3 Aunque la acción de los retinoides sobre PBMC humanasya se ha estudiado

¡ previamente,no seobtuvieronresultadossuficientementeconcluyentes(Abb, 1980; Sidelí,

u 1981). En estetrabajo seha tratadode confirmar la colaboracióndel retinol en la via de
activaciónCD3 de los linfocitos 1 a travésdela potenciaciónde la síntesisde IL-2 e IFN-y así

¡ como el aumentode expresióncelularde diferentesmarcadoresde superficieimplicadosen la

U activacióny adhesiónde las células1.

¡ VI.1.- EL RETINOL ES UN CO-ESTIMULO IMPORTANTE EN LOS LINFOCITOS

3 T ACTIVADOS ESPECíFICAMENTE VtA CD3.

El papelcoestimuladorde los retinoidesen la viade activaciónCD3 de las PBMC séha

demostradoutilizandotantoretinol comoácidoretinoicomostrándoseel primeromáseficaz,

U apesardequeesel ácidoretinoicoo algunode susisómerosconocidos(ácido9-cis retinoico

¡ y ácido13-cis retinoico)el mediadorúltimo del efectode los retinoides.La mejorflincionalidad

del tratamientocon retinol tambiénseha demostradoen otrossistemasexperimentales,como

U esanivel dekeratinocitos,dondeel retinol muestraunamejorcapacidadde sertransportadoa

¡ la regiónsubcelularcorrespondiente(epidermisinferior) (Chen,1995).
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¡ Datoscontradictoriosa nuestroestudiosehan publicadosrespectoa la eleccióndel

¡ retinoideparala estimulacióncelular: el ácidoretinoicono tuvo ningúnefectosobretimocitos

deraton (Garbe,1992),pero sin embargofUe el retinoideutilizado parainducir el receptorde

3 la JL-2 (la cadenaa) sobretimoblastoshumanos(Sidelí, 1993). Además,ni el retinol ni el ácido

¡ retinoico han inducido ningún tipo de proliferaciónpor si mismo en nuestrascondiciones

experimentaleslo cualno concuerdacon los resultadosobtenidosen timocitosde ratón.

U Los resultadosobtenidosporotrosgrupossonciertamentecontradictoriosentresí y a

¡ su vezcon los nuestros.Creemos,queno soncomparables,porqueel efectode los retinoides

(dadasu altísimaespecificidaddeacción)va adependerde: la especieanimal utilizada,la linea

3 celularo tejidosusados,el gradode diferenciacióncelulary la estrategiatécnicautilizada (tipo

¡ de retinoide, dosis utilizada, tiempo de adición, medio de cultivo, tiempo de acción del

retinoide...).

El medio decrecimientoutilizado tambiénseha mostradofUndamentalen la activación

¡ de lacélulaT, enla mayoríade los casosseempleaun medio de crecimientosuplementadocon

U FCS,yaqueéstecontienetodaunaseriedefactoresde crecimientoy hormonas,necesariaspara
el crecimientocelular. Los componentesséricosesencialesincluyen a la albúmina que es

¡ importanteen la estabilizacióny transportede ácidosgrasosy otros lípidos, la transferrinapara

¡ la regulación del metabolismodel hierro e insulina para el control del metabolismo de

carbohidratos.Tambiénel retinol seha descritocomoun factorimportantedel crecimientode

¡ células B, aunque en este sentido los datos son contradictorioscon otras publicaciones

U (Blomhoff 1992;Buck, 1990).

¡ A mediadosde los años50 se demostróque bajo ciertas circunstanciaslos medio

sintéticospodíanreemplazara los mediossuplementadoscon suero.Los mediosde crecimiento

U libresde suerorepresentanunaherramientaimportantequepermitenel cultivo de célulasbajo

¡ unascondicionesdefinidasporunaformulaciónconcreta.
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¡ Estosmediosestáncompuestosportodaunaseriede nutrientescapacesde llevar a cabo

la proliferacióncelularsin suplementaciónsérica.La formulaciónde estosmediosde crecimiento

¡ contieneproteínasnaturalesy proteínasrecombinantespurificadas,factoresde crecimientoy

• extractosdeórganosy tejidos.

¡ El uso,en nuestromodeloexperimental,de un medio de crecimientoadecuado(libre de

sueroy libre de cualquierformade retinoide),un tiempoespecificode adición de retinol al

1 sistemay la evaluaciónde 32 individuossanosasícomo 9 pacientesdiagnosticadosde diversas

¡ inmunodeficiencias,nosha permitidoestablecerdatosmásconcluyentesacercadel mecanismo

de acciónde los retinoides.

1 Ennuestrocaso,el usodeun medio de crecimientolibre de suerono impide la respuesta

¡ proliferativavía CD3, aunquesi esimportantedestacarque estarespuestaesmenoren el medio

AIM-V que en el medio suplementadocon FCS (TablaX). Esto podríaserexplicadopor la

ausenciaen nuestromediode cultivo de algún componenteimportanteen la activaciónde la

¡ célulaT comopodríaserel retinol o bienotrosfactoresde crecimiento.

U Se sabeque el retinol esutilizado por los linfocitos como precursorparauno o más
derivadosde retinoidesintracelulares,quemediaríanel efectodel retinol posiblementeanivel

¡ de la transducciónde señal.El análogoque tienemás importanciaesel ácidoretinoico,esta

3 moléculaderivadadel retinol atraviesael núcleode las células blancoy se une a receptores

específicosde ácidoretinoicoprovocandoun incrementode la transcripciónde determinados

¡ genesinduciblesporácidoretinoicodebidoa la presenciade RAPEsen supromotor(figura del

3 metabolismo).

¡ La concentraciónóptimaderetinol (y ácidoretinoico)parala co-estimulaciónde PBMC

se ha estimadoexperimentalmenteen 1O~ M, lo cual estáen concordanciacon los datos

E publicadospreviamente(Garbe,1992).

¡ Enlas condicionesexperimentalesensayadasel usodel retinol juntocon la estimulación
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3 con anticuerposanti-CD3 indujo unainhibición en la proliferación celularcomparadacon la

¡ obtenidacon el anticuerposólo. Esta respuestainhibitoria puede serexplicadapor una

acumulacióntóxica de retinoidesen el mediode cultivo debidoa su no consumiciónporparte

¡ de CRBPo RARPorello, sehaobservadola necesidadde unaestimulaciónpreviadel complejo

¡ TCR/CD3antesdela adicióndel retinolparala flincionalidaddel sistema,conlo quela adición

del retinol se retrasó48 horastrasla activaciónde CD3.

¡ Se sabeque los diferentesmitógenosinducen en las células T vías de activación

¡ bioquimicamentediferentes(Regueiro, 1994), por una regulaciónpositiva o negativade

segundosmensajeros.Porlo quesepiensa,quela preactivacióncon anti-CD3 podríainducir la

1 síntesisde receptoresnuclearesespecíficosde retinoides(RAR, RXR) queel ácidoretinoico

¡ utilizaríapara activarun gran númerode genespor la uniónaRAREsespecíficosen su región

del promotor.Losresultadosobtenidosen laslíneasT-HVS tambiénpodríanexplicarincluso

que el retinol tuviera la capacidadde en pocashorasinducir la transcripciónde los propios

¡ receptoresespecíficos(RAR) parael ácidoretinoiconecesariosparasu mecanismode actuación.

3 La ausenciade un efectosignificativo del retinol sobrePBMC preestimuladasconotras

combinacionesmitogénicasapartede CDZ, se ha confirmado no sólo en las condiciones

¡ experimentalesdescritassino tambiénempleandoconcentracionessubóptimasde los diferentes

1 estímulos.La especificidaddel efecto sinergísticodel retinol se ha testadocon un panel de

¡ anticuerposanti-CD3, mostrandoentodoslos casos,exceptoparaLeu-4,un efectoproliferativo

aditivo delretinol. La coestimulacióninducidapor retinol seobtuvo parael restode anticuerpos

¡ anti-CD3 ala concentraciónindicadaa pesardel epitopo distinto reconocido.

¡ A su vez, los resultadosobtenidosen las PBMC se han confirmadoutilizando otro

modelo experimentalcomo son las líneasT-HVS, dondeel retinol tambiénha mostradola

1 capacidaddepotenciarla vía CD3.

¡ El retinol ha mostradoun sinergismosignificativo sobre la estimulaciónde PBMC
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1 previamenteactivadasconanti-CD3 de entreunagranvariedadde mitógenosy combinaciones

¡ mitogénicasensayadas,siendo el máximo efecto conseguidocuando las células fUeron

preincubadascon anti-CD3 y menorefectoutilizando la combinaciónCD3-f’CD28jPor el

3 contrario, se ha encontradouna inhibición significativa en células preactivadascon

¡ ConcanavalinaA.

Porotrolado, los ensayosde fragmentacióndeDNA realizadosen PBMC hanrevelado

1 queen nuestrascondicionesexperimentalesel retinol mejorala proliferacióncelularen vez de

¡ inhibir laapoptosisinducidavía CD3 (Bissonnette,1995;Iwata, 1992;Yang, 1993) lo cualestá

relacionadoconla inhibición de la expresióndel mRNA de FasLigando sobrecélulaá1 de

1 ratón,célulasleucémicase hibridomastras la estimulaciónconretinoides(Yang, 1995a).

¡ Fisiológicamente,la estimulacióna través del TCR debeser acompañadapor una

1 segundaseñal,paraevitarquela célulaentreen anergiao apoptosis,en condicionesfisiológicas

estasegundaseñalesproducidapor la parejaB7/CD28.Mediantenuestrotrabajo,sepodría

¡ decirqueel retinol tendríael efectofisiológico de segundaseñalen la activaciónde la célulaT,

3 aumentandola capacidadproliferativavía CD3 medianteel incrementode la producciónde IL-2

tanto a nivel de proteínacomoa nivel de la estabilidadde la vida media de los mensajeros

¡ producidos,así como de influir en la síntesisdel receptorde la IL-2 aumentandoel efecto

1 proliferativo atravésde la unión de la IL-2 conel receptorde alta afinidad(IL-2Rct Py).

¡ VI.2.- INDUCCION DE CITOCINAS Y MARCADORESDE ACTIVACION CELULAR

1 El efectode los retinoidesen la inducciónde citocinasespecíficasha sidoampliamente

¡ investigada(Cantorna,1994; Carman,1991; Racke,1995; Saxon, 1993;Villa, 1993;Zitnik,

1994) endiferentesmodeloscelularesconresultadoscontradictarios.

¡ La mejoradela proliferaciónT víaCD3 inducidapor el retinol puedeserexplicadapor

¡ unaregulaciónpositivade la producciónde 11-2y/o IFN-y. En nuestrosistemaexperimental
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secuantificaronuna seriede citocinasenPBMC activadasconOKT3 en presenciay ausencia

y retinol, mostrándoseun incrementono significativo en la producciónde IL-2: e IFN-y.

También se ha comprobadoen nuestro sistema celular un aumentoen• la producción de

mensajerosde IL-2 e lEN-y, debidoa la coestimulaciónconretinol que puedeafectartantoa

la vidamediacomoala estabilidadde los mensajerosproducidos.No estandoestosresultados

de acuerdocon los obtenidosen ratonesdeficientesen vitaminaA, dondela producciónde IL-

2(Cantorna,1994)eIFN-y(Carman,1991)seinhibepor el ácidoretinoico.

Estos resultadoscontradictoriostambiénsugierenque la acción del retinol es un

complejomecanismodecombinacionesde diferentesfactores,entrelos queseincluye la línea

celularempleaday el tipo de retinoide.En nuestrosistemaexperimental,el retinol no afectóla

producciónde IL-4, 11-6e 11-10;resultadossimilaresseobtuvieronparala producciónde IL-6

en fibroblastosde pulmónhumanos(Zitnik, 1994),por el contraríoel ácido retinoicoparece

inhibir la inducciónde IL-2 e IFN-y y potenciarla inducciónde IL-4 sobrelinfocitos murinos

(Racke,1995).

Las moléculasde adhesióndesempeñanun papel muy importanteen la respuesta

inmunológica,son las encargadasen las célulaspolimorfonuclearesde su unióna endotelio,la

migraciónal tejido infectadoy la uniónal patógenoinfectante.

En el caso de la expresiónde una seriede moléculasimportantesen el procesode

adhesióncomo sonLFA-1 (Agura, 1992), ICAM-1 (Cilenti, 1995)y CD45 (Sehiavone,1995)

el retinol sehamostradoreguladordel aumentode su producciónen membrana.

La presenciaconstitutivadeLFA-1 en membranano suponeque seaactiva, sinoquees

necesariala estimulacióndedichamoléculaparasu flincionalidad(Dustin, 1989),lo cual se ha

comprobadotras la estimulaciónde PBMC con0K13 dondela densidadmolecularde CDI 8

aumentamásen las célulasestimuladasconOKT3 queen las célulassin estimulary másaúnal

añadirretinol dondela gráficasedesplazahaciaaltadensidadmolecular(FiguraX).
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Otra moléculamuy importantetanto a nivel de la activaciónde la célula T como de

adhesiones CD45. Estamoléculaseexpresaen la superficie de todoslos leucocitos(Saito,

1991), mostrandodistintascapacidadesde procesamientoalternativo en los exones que

codificanparael dominio extracelular,formándosecomo consecuenciadistintasmoléculasque

caracterizandistintassubpoblacionesde linfocitos (Smith, 1986). La isoforma CD4SROse

expresatantoen célulasactivadascomo en célulasde memoria.

CD45juegaun papelfUndamentalen la activacióndel linfocito T, interaccionaconp56

lck y conp59 fSm, y concretamentedesfosforilap56 lck queestáasociadatanto aCD4 cómo

CD8 inducciendosu activación(Amrein, 1988).Entre las fUncionesde CD45 tambiéndestaca

su participaciónen los procesosde adhesióncelular dondeseinterrelacionaactivamentecon

LFA-l (Spertini, 1994). CD45 al igual queCD18 seha mostradotambiéninducibleal estimular

conOKT3 y másaúnal añadirretinol (FiguraX).

El reconocimientode un antígenoporpartedela célulaT, disparaunaseriede procesos

queinicialmenteprovocael aumentode afinidadde la célulaT por la célulapresentadorade

antígenoscomo consecuenciade la activaciónde una seriede moléculascomo son LEA- 1,

CD45, ICAM- 1 y que finalmenteconcluyecon la activaciónde la célulaT.

Existen2 víasprincipalesde adhesióncelularqueimplican tantoaLFA- 1 y aCD2. La

vía LFA- 1 esmínimaen célulasen repososiendorápidamenteincrementadapor la activación

vía CD3 (Moingeon, 1991), mientrasquela víade adhesiónCD2 esóptimaen célulasen reposo

no produciéndosecambiossignificativos tras la estimulaciónvía CD3 (Moingeon, 1989). El

mecanismodeactuaciónde ambasvíaspuededamosdatosimportantesde la forma de actuación

del retinol en estesistema.

El retinol sinergízacon la primeravíade adhesióncelular(vía LFA-l) aumentandola

proliferaciónvíaCD3, favoreciendola expresióndeCD18 y mejorandola expresiónde ICAM-1

(molécularetinoico inducible). Sin embargo,el retinol parecealejarsede la segundavía,
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disminuye la proliferaciónvía CD2, y no seha demostradoun aumentode expresiónni de

densidadde la moléculade superficieCD2. Por lo queincluso sepodríacuestionarel sinergismo

en lavía de activaciónCD2 y CD3, pudiendocomprobartantocon los datosde proliferación

(CD3 y CD2)comodela inducciónde expresióndelos marcadoresde superficie(CD18 y CD2)

que el retinol influye de formadistintaen la señalesreguladasporambasvias (Altin, 1994).

En nuestromodeloexperimentalhemossimulado “in vitro” un procesode presentación

antigénicaactivando las PBMC con anticuerposmonoclonalesanti-CD3 (via CD3) y co-

estimulandocon retinol lo quesupone:

- la estimulacióncon anticuerposanti-CD3equivalea la activaciónfisiológicapor el

antígenopresentadoporel MHC; queocurrede formaclonal.

- la co-estimulaciónconretinolsuponela mejorade esteprocesode presentacióndebido

al aumentode expresióndemarcadoresde superficiede lascélulasT (CD18, CD45RO,CD25)

implicadosen la adhesióncelulary en la activaciónlinfocítica. Por lo queel reforzamientode

la vía CD3 conla coestimulaciónconretinol puedellegara serimportanteterapéuticamentepara

unarespuestainmuneóptima frenteaunaseriede patógenosquedisparenla respuestainmune

celular.

VL3.- TRATAMIENTO T1~< VITRO CON RETINOLDES EN DETERMINADAS

- INMUNODEFICLENCIAS.

La confirmación que el retinol participaen el refUerzode la vía CD3 seha demostradó

en las PBMC de pacientesdiagnosticadosde diferentesinmunodeficiencias.Los resultados

muestranclaramenteque el retinol no colaboraen el aumentode proliferacióncelularvía1CD3

en aquellospacientesquetienenafectadaestavíade activación,mientrasqueaquellosqueno

muestranalteracionesgravesen estavía el retinol si semostróeficazen su reforzamiento.

Por lo queendeterminadaspatologías(noasociadasintrínsecamentea defectoCD3) se
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podríarecomendarsu utilizacióncomo terapiaanti-infectiva.

Básicamentela co-estimulacióncon retinol suponela mejoradelprocesode presentación

debido: A) al aumentode expresiónde marcadoresde superficie de las éélulasT (CD 18,

CD45RO,CD25) implicadosen la adhesióncelulary en la activaciónlinfocitica. B) inducción

de unaseriede citocinasmuy importantesen la regulaciónde la respuestainmune. C) aumento

en la capacidadproliferativade la célula T, específicamentevía CD3.
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VIL- CONCLUSIONES
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¡ 1.- Seha puestoapuntoun sistema ½vi/ro” para el estudiodc la acciónde los

‘1 retinoidesenlinfocitosperiféricoshumanos.

:1 ¡ 2.- Seha observadoqueel re/mo! (y enmenormedidael ácidoretinoico,> esun

¡ importantecofactorenla estimulaciónde linfocitos TpreviamenteactivadosvíaCD3.

Esteefectopodríaestarmediadopor la inducciónde receptoresnuclearesde ácido

retinoico especfficos (RARy) como se ha observado en líneas 7’ humanas

1 inmortalizadaspor el herpesvirus saimiri.

¡
¡ 3.-Sehademostradoqueel retinol induceunaauténticaproftferación encélulas

previamenteactivadasvíaCD3y no inhibela posibleapoptosismediadapor estavía

11
3 4.- El aumentodepro!¿feracióninducidopor retinol, sobrecélulasactivadas0ía

¡ CD3 estámediadopor al menosdos mecanismos:la inducciónde la expresiónen

superficiedemoléculasdeactivación/adhesión(CD18, CD43RO,CD2S)y el aumento

1 enla síntesisde interleucmnastipo ThJ (IL-2 elEN-y,).

1
5.- El retinolpierdesusefectospotenciadoresenla activacióndelinfocitos T en

pacientescon inmunodefícienciasprimarias que tienen defectosestructuraleso

Jhncionalesde la vía CD3. En cambio,siguesinergizandoconlos monoclonalesanti-

1.1. CD3 enaquellasinmunodeficiencias(primarias o secundar/as)queno tienenalterada

3 estavíade activación.Por tanto,podríaemplearseen la terapéuticadeéstasúltimas,

comoun inniunopotenciador.
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¡ ¡XI.- ABREVIATURAS

¡ 9-cis RA: ácido 9 cis retinoico

13-cis RA: ácido 13 cis retinoico

1 Ac: anticuerpo

1 Ag: antígeno

AN: anorexia nerviosa

1 AP- 1: proteína activadora 1

¡ AP-1RE: elemento de respuesta a AP-1

APC: célula presentadora de antígeno

APL: leucemia promielocítica aguda

Ji AT-RA: ácido retinoico todo trans

¡ B-ct: ji-caroteno

CBMC: células mononucleares de sangre de cordón

1 CCECC: carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello

£ CD: ciuster (grupo) de diferenciación

¡ CD37: déficit de CD3y

ConA: concanavalina A

3 CRABP: proteína intracelular queuneácidoretinoico

CREP: proteína intracelular que uneretinol

CTL: linfocitos T citotóxicos

¡ CTLA-4: antígeno de linfocitos T citotáxicos

1 DAG:

£ DR: repeticiones directas

EA: enterotoxinaA
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EBV: virus de Epste¡n Barr

EC1: enterotoxina CI

ER: ésteres de retinol

Fas: CD95

FasL: ligando del Fas

FCS: suerode ternera fetal

FT: factores de transcripción

HRE: elemento de respuesta de hormonas específicas

14-HRR: 14-hidroxi-4, 14 retroretinol

HVS: herpes virus saimirí

ICAM: molécula de adhesión intracelular

ICV: inmunodeficiencia común variable

LFN: interferón

lg: inmunoglobulina

IL: interleucina

IL-2R: receptorde la interleucina2

IP: inositol fosfato

LPS: lipopolisacárido

LRAT: Lecitina retinol acil transferasa

mAb: anticuerpomonoclonal

MHC: complejo principal de histocompatibilidad

NF-AT: factornuclearde célulasactivadas

NF-kB: factor nuclearkB

NK: naturalkiller
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OKT3: anticuerpo monocional anti-CD3

PBMC: células mononucleares de sangreperiférica

PCR: reacción en cadena dela polimerasa

FHA: fitohemaglutinina

PI: ioduro de propidio

PKC: proteína cinasa C

PLC: fosfolipasaC

PMA: acetatode forbol miristico

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas

PWM:pokeweed

QM: quilomicrones

RAR receptor de acido retinoico

RARE: elemento de respuesta a ácido retinoico

RBP: proteínaqueuneretinol

ROL: retinol

RXR: receptor de otros tipo de retinoide

RXRE: elemento de respuesta de retinoides X

SAC: Staphylococcusaureusde la cepa Cowan 1

SCm: inmunodeficiencia combinada severa

SK: sarcoma de kaposi

SPL: síndrome Papilion-Lefévre

STAT: señales activadorasde transcripción

TCR/CD3: receptorde la célulaT

TGF: factorde crecimientotumoral
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‘[NF: factorde necrosistumoral

TTR: transtiretina

UV: radiaciónultravioleta

WAS: síndrome de Wiskott-Aldrich
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