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La gastritis crónica es un proceso inflamatorio de

etiología desconocida que afecta exclusivamente a la capa

mucosa de la pared gástrica<
12K De su definición se desprende

que se trata de un término histológico, ya que no se acompalla

de una sintomatología característica e incluso en muchos casos

puede ser asintornática. Unicainente aparece un cuadro clínico

definido si, en su evolución, se desarrolla anemia perniciosa.

Esta se produce cuando la mucosa gástrica es incapaz de

secretar factor intrínseco impidiendo la absorción de vitamina

BU en íleon terminal, lo que determina una hematopoyesis

anormal~3’4>.

La lesión gástrica en los pacientes Con gastritis

crónica autoininune sin anemia perniciosa es morfológicanente

indistinguible de la de los enfermos con anemia perniciosa.

Asimismo, parece que los posibles factores etiopatogénicos SOn

comunes a ambas situaciones. Por estos motivos se considera la

gastritis crónica autoinnune corno un estadio latente o previo

a la anemia perniciosa~>.

Aunque se desconoce el mecanismo íntimo de la lesión

gástrica, la gastritis crónica autoinmune y la anemia

perniciosa se consideran enfermedades de probable origen en una

alteración de la autorreactividad fisiológica del sistema

inmune dados los hallazgos clínicos, histológicos e

inmunológicos. Entre éstos se pueden destacar: la naturaleza

de la lesión gástrica, las anomalías fenotípicas y funcionales

de los linfocitos de sangre periférica y mucosa gástrica, la

presencia de autoanticuerpos gástricos y su asociación con

diversas enfermedades autoinmunes y tipos lILA
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1.— ASPECTOSBISTORICOS. CLíNICOS. DIAGNOSTICOSY TERAPEUTICOS

DE LA GASTRITIS CRONICA AUTOINMUNEY ANEMIA PERNICIOSA

.

>.SPECTOS HISTORICOS

Thomas Addison, en una conferencia de la Sociedad

Médica Londinense en 1849, realizó la primera descripción

claramente reconocible de anemia perniciosa, aunque el no le

dió esta denominación. Austín Flint de forma intuitiva

relacionó la anemia perniciosa con una degeneración de las

glándulas qástricas<?). Sin embargo, fue FenwickUl> en 1870 el

que proporcionó la primera evidencia histológica de atrofia

gástrica y dos años mas tarde fue denominada anemia perniciosa

por Biemmer<
6¡9).

Inicialmente la conexión causal entre la anemia y la

gastritis fue incomprensible, aunque se había observado una

respuesta reticulocitaria en pacientes que habían tonado

grandes cantidades de hígado cocinado (Minot y Murphy,

1926)<l2>. La explicación de este hecho fue dada por Castle<~3>

quien mostró que la combinación de un “factor extrínseco”

identificado cono vitamina 512 y un “factor intrínseco’ en el

jugo gástrico, daban lugar a la respuesta reticulocitaria. Más

tarde, otros estudios demostraron la existencia de títulos

séricos elevados de autoanticuerpos gástricos ~ Finalmente,

por el cumplimiento de los criterios de enfermedad autoinmune

de Mackay y Burnet, la anemia perniciosa y la gastritis crónica

autoinniune se consideraron como una única entidad denominada

enfermedad autoinmufle gástrica<9>.
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ASFEcTOS cLINICOS. DflGNo5TICOS Y EERAPEUTICoR

La anemia perniciosa se define cono una pancitopenia

negaloblástica causada por malabsorción de vitamina B12

secundaria a la deficiencia de factor irntrinseco
0~. Sin

embargo, aunque la anemia perniciosa está siempre asociada a

gastritis crónica atrófica, aclorbidria y malabsorción de 512,

no todas las formas de gastritis crónica y malabsorción de 512

representan anemia perniciosa5>. Por ello debernos considerar Cm

primer lugar la situación de la anemia perniciosa dentro del

amplio espectro de variedades de gastritis y malabsorción de

512,

MEX!?. PERNICIOSA Y GASTRITIS

Cuando hablamos de gastritis asociada a anemia

perniciosa, nos referimos Únicamente al tipo de lesión

denominada gastritis crónica ~

La gastritis aguda es un proceso autoliinitado que

retrocede cuando el agente desencadenante <alcohol, drogas,

tóxicos, radiación, gérmenes, etc.> desaparece. No progresa a

gastritis crónica y por tanto no se relaciona con la anemia

pertiiciosa0’~

Ciertas enfermedades inflamatorias crónicas del

estómago cono la gastritis hipertrófica hipersecretora, la

gastritis granulo~satosa, la gastritis infecciosa o la gastritis

cosinofilica, sen entidades nosológicas diferentes no

relac tonadas con la anemia pernioiosa0””>.
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El primer problema que plantea el estudio de la

gastritis crónica es su clasificación. Sin embargo, a partir

de la utilización de las técnicas endoscópicas y la toma de

biopsias mÚltiples se han realizado dos tipos de

clasificaciones en base a criterios histológicos e

inmunológicosC~~>.

La clasificación histológica de la gastritis crónica

está basada en el grado de intensidad de las lesiones<’
7>. Se

distinguen:

1.— gastriti, crónica sumerficial. Es un proceso

frecuente que llega a afectar a más del 50% de la población por

encima de 40 afios~ Se caracteriza histológicamente por la

presencia de un infiltrado inflamatorio crónico en el tercio

luminal de la mucosa, constituido fundamentalmente por

linfocitos y células plasmáticas. La estructura glandular está

conservada y el epitelio de superficie muestra sólo cambios

leves e inespecificos. Si bien la evolución de esta lesión no

se conoce con claridad, parece relacionarse en algunos casos

con la aparición de una gastritis crónica atrófica a largo

plazo.

2.— Gastritis crónica atrófica. Se define

histólogicanente por la presencia de una mucosa gástrica

adelgazada en la que el infiltrado inflamatorio previamente

descrito se extiende a la zona glandular, con pérdida variable

de ésta y con la consiguiente disminución del número de células

parietales y principales. Existe también alteración del

epitelio de revestimiento, apareciendo aonas de metaplasia

intestinal y pilórica.

3.— Atrofia gástrica. Al avanzar la gastritis crónica
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atrófica desaparecen las glándulas gástricas, el infiltrado

inflamatorio acompañante es mínimo y la metaplasia es más

generalizada.

En 1972, Striclcland y Mackay<”>, y en 1983 Correatlt,

proponen una clasificación de la gastritis crónica atrófica en

base a criterios histológicos, topográficos, analíticos e

inmunológicos:

1.— Gastritis crónica timo >. 6 autoinmune o eorDoral

ainn. Constituye la lesión anatómicagástrica asociada a la
anemiaperniciosa. Se caracteriza por atrofia de la mucosadel

cuerpo y fondo con pérdida de glándulas oxinticas y sin

afectación del antro o con gastritis antral superficial. Otras

características son: ausencia o disminución de la secreción de

ácido, pepsinógeno y factor intrínseco; elevación de la

gastrirna sérica y presencia en suero y jugo gástrico de

autoanticuerpos gástricos. Se transmite de forma autosómica

dominante con penetrancia incompleta. Asimismo, en estos

pacientes la incidencia de carcinoma gástrico parece estar

aumentada~~, aunque es tema actual de controversia.

2.— Gastritis crónica timo E ó no autoinmune o antral

ÁIfl¿a. Se caracteriza por afectación del antro y cambios en
el cuerpo de carácter focal. Existe una marcada disminución de

la secreción ácido—péptica—gástrica, con niveles de gastrina

sérica normales o bajos. Se asocia con la enfermedad ulcerosa

péptica La presencia de los mencionados autoanticuerpos es

inusual, Sin etabargo, en un porcentaje mínimo de pacientes se

han encontrado algunos autoanticuerpos con especificidad frente

a células secretoras de gastrina, lo que supondría la posible

existencia de una variante autoinmune<~~’>.
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3.— gastritis crónica mixta o timo ja o multifocal

,

Está afectada tanto la mucosa antral como la fúndica con una

distribución nultifocal. Es el tipo más frecuente y se

caracteriza por: disminución de la secreción gástrica ácido

péptico, niveles de gastrina sérica variables, ausencia de

detección de autoanticuerpos gástricos y cuantificación de

vitamina B12 normal. Se asocia a la úlcera gástrica y tiene una

incidencia mayor de carcinoma gástrico. Se ha descrito una

predisposición genética tipo autosómica recesiva, aunque se

necesitan mayores estudios para su confirmación~”’,

ANEMIA PERNICIOSA Y MALABSORCIONSE E12

Al igual que existen gastritis no relacionadas con

la anemia perniciosa, la deficiencia de vitamina 812 puede ser

secundaria a diferentes alteraciones no asociadas con aquella

tales como el vegetarianismo estricto, la gastrectomía, ciertos

parasitismos, patología o resección del íleon terminal,

diversos fármacos <PAS, Colchicina, Neomicina) etc. Existen,

sin embargo, ciertas anormalidades metabólicas de la absorción

de 812 de muy baja prevalencia que tienen cierta similitud con

la anemia perniciosa, aunque generalmente son fácilmente

distinguibles por su aparición a temprana edad y por no afectar

a la secreción ácida gástrica. Estas entidades son la anemia

perniciosa congénita (déficit aislado de factor intrínseco o

funcionalmente anómalo), el síndrome de Th,erslurldcrasbeck

<ausencia congénita o anormalidad del receptor ileal para la

vitamina B12>, y el defecto congénito de transcobalainin& II~>.
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DEPICIEIEO!?. DE COflALfl(INA

En el hombre, la cobalamina tiene dos funciones

metabólicas principales, en primer lugar participa en el

metabolismo de]. folato y en segundo lugar es necesaria para la

degradación de ciertos ácidos g~asosO~~~>,

1,— Metilación de la homocisteina cm metionina. Esta

reacción envuelve la transformación de

5N—metil-tetrahidrofólico (torna circulante del ácido fólico)

en ácido tetrahidrofólico (forma activa intracelular) mediante

la acción de la metilcobalamina. La deficiencia de cobalamina

provoca un descenso en las concentraciones intracelulares de

ácido tetrahidrofólico y un incremento de la eliminación

urinaria de homocisteina. El acdmulo da folato circulante,

metilfolato, se denomia “trampa del folato”. Esto origina un

trastorno en las reacciones que requieren folato incluyendo la

síntesis de DNA. La sensibilidad e intensidad de la lesión que

el déficit de síntesis de DNA ocasiona, está en relación con

la velocidad de división celular, siendo más sensibles y por
ende más lesionados aquellos tejidos con un alto índice

mitótico (médula ósea; células epiteliales de los tractos

gastrointestinal, respiratorio y urogenital; gónadas y

osteoblastos)

2.— Isomerización de metilmalonileoen:isa A a

succinil—coosina A. En el hombre, el proceso principal del

metabolismo del propionil-coenzima A procede de la

isomerización del metilralonilcoenzima A a succinilcoenzima A,

a través de la enzima metilmalonil—ceA mutasa, que requiere la

desoxiadenoxilcobalazina como oofactor esencial.

La carencia de cobalamina provoca el acúmulo
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intracelular de metilsalonilcOA y propionil—ceA, con un

aumento de la eliminacióta del metilmalonato por la erina. El

propionil—coA <con tres carbonos) es incorporado en la

biosíntesis de ácidos grasos en lugar del acetil—coA (con dos

carbonos> , dando lugar a ácidos grasos con un número impar de

carbonos. Estos ácidos grasos anómalos son incorporados en los

lípidos de la membrana de las células neuronales provocando

trastornos en la conducción nerviosa y posiblemente

interviniendo en el proceso de desnieliflización. Este trastorno

metabólico es la causa de las alteraciones neurológicas

observadas en la deficiencia de cobalaiflina.

HA14IFESTACIONES CLíNICAS DE LI GISTRIEIS CRONICA Y >WEMIA

En la mayoría de los casos, la gastritis crónica es

asintomática y en otros las manifestaciones clínicas 5011

inespecificas, englobables en el concepto de dispepsia. Sólo

aparece un cuadro clínico definido al desarrollarse la anemia

perniciosa<~l
3>.

El inicio del cuadro clínico es lento, pues la

anemia, de carácter crónico, es bien tolerada a pesar de cifras

bajas de hemoglobina. La triada clásica formada por palidez

marcada, ardor lingual <glositis atrófica) y parestesias es

infrecuente01”>.

Las manifestaciones neurológicas son muy variables

y se relacionan con el tiempo de evolución de la enfermedad,

Su forma más típica es la mielosis funicular o degeneración

combinada de los cordones espinales <posteriores y laterales)

En los casos leves, únicamente se manifiesta como parestesias

e hiporreflexia; en los casos avanzados y graves puede
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apreciarse pérdida de fuerza, alteraciones de la marcha, y

trastornos de la sensibilidad de posición y vibración en grado

variable con un signo de Ronberg positivo, hiperreflexia,

síndrome piramidal y polineuropatia <24>, En raras ocasiones se

observa este cuadro clínico sin anemia megaloblástica<2~¾

Pueden existir también manifestmciones psiquiátricas

en forma- de cuadro depresivo, trastornos de la conducta,

pérdida de memoria y demencia, incluso en ausencia de anemia

o macrocitosis<2’>.

METODOS DIAGNOSTIOOB DE LA GASTRITIS CRONICA Y ANEMIA

PERNIcIOSA

.

1.— Se describen a continuación los hallazgos

encontrados en la anemia perniciosa, dado que la gastritis

crónica no se asocia con alteraciones en los parámetros

bioquímicos o hematológicos determinados habitualmente<2>
23.m~>.

A. — ~ En el hemograma característicamente

se objetiva la presencia de anemia macrocitica nornocrómica,

con VCM>lOO fí (frecuentemente entre 110—140 fi. en casos

graves). La morfología deles hematies en los frotis es anormal

con eliptocitosis, anisopoiquilocitosis, macrocitosis,

observándose en ocasiones eritroblastos. Los reticulocitos

pueden ser normales o estar ligeramente disminuidos en relación

con el grado de anemia. Es frecuente observar moderada

leucopenia, siendo característica la existencia de neutrófilos

bipersegnentados.Los recuentos de plaquetas pueden estar

también disminuidos, especialmente en los pacientes muy

anémicos.
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ta.— Médula ósea. La médula ósea es hipercelular, Con

hiperpíasia de la serie eritroide, presencia de eritroblastOs

de gran tamaño con intensa basofilia, fundamentalmente en las

formas jóvenes. La cromatina tiene un aspecto perlado,
evidenciando un fallo en la maduración nuclear. Las series

mieloide y megacariocitica muestran también ¡negaloblastcflis,

siendo característica la presencia de metamielocitos gigantes,

neutrófilos hiporsaglTletatados y megacariocitos con citoplasma

anormalmente amplio. Mediante tinción de Peris se observa un

excesivo número de sideroblastos y aumento del hierro

macrofágico.

C.— Pruebas bieauimicas.. Se observa

hiperbilirrubinemia indirecta, incremento de la

lacticodeshidrogenasa (LDH> y disminución de la haptoglobina
debido al aumento de la destrucción de los hematíes por

macrocitosis y hematopoyesis ineficaz. La siderernia y la

ferritina suelen encontrarse elevadas.

2.-PRUEBAS ESPECIFICAS

A.— Determinación de la cobalamima plasmática
inediazite radioinumoefls&yO <2), Los valores normales oscilan

entre 300 y 1000 pg/ml. Cifras inferiores a 120 pg/ml
caracterizan la deficiencia de cobalamina y las de 120 a 300

aconsejan el seguimiento del paciente.

E.— Test de Sohilliflg. Se objetiva una marcada

disminución de la absorción de cobalamiina. La normalización de

la prueba mediante la administración de factor intrínseco junto
con la cobalamina, es imprescindible para establecer el

diagnóstico<’~.
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a.— fl.termínación sérica de anticuerpos antifactor

imtrSmseeo y antictímías parietales gástricas
0’>. La sospecha

de anemia perniciosa por datos clínicos o por una prueba de

Schilling anormal se eleva si existen anticuerpos contra el

factor intrínseco y/o las células parietales gástricas.

D. — Estudie endomcópico y Liopsia gástrica. La imagen

endoscópica característica en la gastritis crónica autoinmune

y anemia perniciosa es una mucosa tanto pálida como

eritematosa, con pérdida de pliegues y en casos avanzados,

visualización de vasos submucosos por atrofia de la mucosa.

Pueden encontrarse pólipos a cualquier nivel de origen
hiperpíasico así como tumores ~ El diagnóstico

definitivo se realiza por medio del estudio histológico, para

lo cual deben tomarse biopsias del antro, cuerpo y fundus

gástrico0». Habitualmente se observará una gastritis crónica

atrófica de cuerpo y fondo sin afectación del antro o con una

gastritis antral superficial. El análisis del jugo gástrico
demostrará invariablemente aclorbidria histaminorresistente.

Todos estos datos se completaran con la determinación de

pepsinógeno 1 y gastrina, que mostrará hipopepsinogenemia e

hipergastrinemia <2~~>

EVOLUCIONDE LA GASTRITIS CRONICA Y ARENIA PERNICIOSA

La lesión gástrica puede mantenerse sin variaciones

durante largos períodos de tiempo, mientras que en otros casos

progresa hacia atrofia gástrica o excepcionalmente remite

llegandó incluso a la norzialidat>.

Un 16% de los pacientes con gastritis crónica

autoinmune desarrollará una anemia perniciosa latente o

manifiesta en un plazo medio de ocho at1os~. También puede
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aparecer deficiencia de <‘~‘~>.

En los pacientes con anemia perniciosa después de la
administración de vitamina B12 se observará una rápida

normalización de todos los parámetrosclínicos y analíticos.
a excepción de los cambios irreversibles producidos en el
sistema ~

Asimismo, aunque es objeto de controversia, dada la

mayor incidencia de carcinoma gástrico en estos pacientes,

deben ser revisados periódicamente, realizando una endoscopia

gástrica en caso de que aparezcan ~ Actualmernte,

mediante cuantificación del DNA y análisis del ciclo celular

es posible que se puedan identificar a los pacientes con riesgo

de desarrollar adenocarcinoma gástrico
0».

TRATM4IENTO DE LA GASTRITIS ORONICA Y ANEMIA PERNICIOSA

El tratamiento de los pacientes con gastritis crónica
es sintomático, procurando evitar factores irritantes gástricos

y empleando antiácidos si aparecen síntomas dispépticos, aunque

la respuesta obtenida suele ser variable<U~d>.

En los pacientes con anemia perniciosa el único
tratamiento es la administración de hidroxicobalalina O

cianocobalamina durante toda la ~ un esquema de

tratamiento puede ser el siguiente 1000 ¡sg a días alternos

durante la primera semana; 1000 ¡sg dos veces por semana en la

segunda y íooO ¡sg a la semana durante la tercera y la cuarta;

De mantenimiento se utilizará una dosis de 100 pg mensualmente.

La administración de dosis masivas de vitamina 212 no sólo no
acelera la normalización de la megaloblastosis, sino que

incluso es causa de complicaciones trombóticas, embólicas,
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hipopotasemia, trombocitosis importantes y alteraciones en los

lípidos plasmáticos”’.

Hay que monitorizar la respuesta al tratamiento. En

las primeras veinticuatro horas desciende la concentración

sérica de hierro, que puede permanecer baja durante varias

semanas. El segundo día se inicia una reticulocitosis,
alcanzando un máximo hacia el séptimo. En los casos en que nO

se produce respuesta reticulocitaria o es menor de lo esperado

se deben investigar otros factores que contribuyen a la anemia

(infección, déficit coexistente de ácido eólico O

hipotiroidismo>. Durante la primera fase del tratamiento es

aconsejable controlar la concentración sérica de potasio y

administrar un suplemento del mismo si es necesario
0>M».

II.- FACTORES BTIOPATOOflICOB DE YA GASTRITIS cRONICA Y ANEMIA

nEEnxfln

En la etiopatoqenia de la gastritis crónica y anemia

perniciosa se han implicado muchos factores<”’.

A. — FAcTORES EXOCENOS

1.— Alimentos y deficiencias nutricionales

.

Se atribuyeron a las bebidas calientes, té Y café una
participación en el desarrollo de gastritis crónica, que

posteriormente no se ha demostrado. En relación con las

deficiencias nutricionales, se ha intentado correlacionar la

aparición de gastritis crónica con los descensos de retinol,

riboflavina y niacina, pero no se poseen suficientes datos para
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2.— Alcohol, tabaco Y fármacos

.

Ha sido objeto de muchos estudios el papel del

alcohol en el desarrollo de esta patología, pero tan salo se

ha podido establecer una relación con la gastritis crónica no

autoininune en algunos casos de etilismo cr6nico«». En cuanto al

papel del tabaco se ha encontrado una mayor frecuencia de
gastritis crónica no autoinmune en aquellos fumadores que

consumen más de 20 cigarrilloin/dia debido posiblemente a un

aumento del reflujo duodeno-gástrico, con lesión de la barrera
mucosa y retrodifusión de H <». No se ha encontrado relación

entre la gastritis crónica y e). consuno de fArJnacos<M>,

3.— Helicobactfir mvlori

.

Es una bacteria espiral microaerofilica que se

encuentra en la superficie de las células de la mucosa

gástrica, protegida del ácido por la capa do moco que le

envuelve y por las secreciones alcalinas de las células

epiteliales. Son móviles en un medio altamente viscoso y

parecen adaptarme especialmente a la capa mucosa de éstas

células, ya que no se encuentran en áreas de metaplasia

intestinal del estómago, y cuando se identifican en el duodeno

sólo se localizan en aonas de metaplasia gástrica. Este

microorganismo se ha relacionado con el desarrollo de la

mayoría de las patologías gástricas, principalmente úlcera

péptica y gastritis crónica Bui’>. Sin embargo, se ha observado

que estos microorganismos se hallan menos frecuentemente en los

pacientes con anemia perniciosa, probablemente relacionado con

el desarrollo de extensas áreas de metaplasia intestinal<~~».
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E.-’ FACTORES ENDOGENOS

1.— EnvejecimientO

.

Todos los estudios coinciden en demostrar que la

prevalencia de la enfermedad aumenta con la edad, especialmente

por encima de la sexta década, aunque con variaciones

geográf ~

2.— raptores cenéticos

.

Existen evidencias para pensar que la anemia
perniciosa y la gastritis crónica autoininune son enfermedades

con bases

A> Relativa alta incidencia de la anemia perniciosa
entre los habitantes del Norte y Este de Europa, posiblemente

porque es el gruyo de población mejor estudiado, siendo típica

la asociación en sujetos- con ojos azules y temprana aparición

de canas«’>.

B) Existencia entre los familiares de estos enfermos

de mayor incidencia de anemia perniciosa, gastritis crónica
atrófica y otros trastornos inrnunclógicos. Mientras que la

prevalencia de anemia perniciosa en la población en general es

de menos del 0,2%, la enfermedad se observa en el 20% de los

parientes en primer grado de pacientes afectos. Así mismo se

ha observado anemia perniciosa en gemelos homocigotos; sin

embargo también se han encontrado discordancias sugiriendo que

algun factor medicambiental puedo influenciar el desarrollo de

la enferinadad”t

C> Según estudios recientes la gastritis crónica

autoinmune se hereda de forma autosómica dominante
01>.
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D> Los estudios HLA realizados han resultado
discordantes, aunque parece existir una mayor asociación con

HLA-A3 y ~ Estudios más recientes han mostrado una
clara asociación con antiqenca ~ Se ha observado que el

riesgo de anemia perniciosa en ausencia de enfermedad endocrina

se relaciona con la combinación Dr2/Dr4 y 0r4/DrS, mientras que

en su presencia se asocia preferentemente a Dr3/Dr4.

3.— Factores inaunolócicos

.

Los hallazgos clínicos experimentales desarrollados

hasta la actualidad, aunque precarios y limitados en diversos

aspectos, permiten sugerir la participación patogénica del

sistema inmune en el desarrollo de estos dos procesos. Esta
posibilidad está basada en los siguientes hechos:

1.— Las características anatonopatOlógicas de la

lesión gástrica con infiltración tisular por linfocitos y

células plasmáticas.

2.— La asociación a alteraciones de la distribución

de las subpoblaciOfles linfocitarias de sangre periférica y

mucosa gástrica.

3.— La objetivación de anomalías funcionales en los

linfocitos de sangre periférica.

4.— La detección de tltulos elevados de

autoanticuerpOin gástricos en suero y jugo gástrico.

5.— La asociación con otras enfermedades autoinmunes.

6.— La respuesta favorable a agentes
inmunosuprescres.
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a> naturaleza da la lesiCn cástrica. Estudios cuantitativos de

las moblaciones linfoides en mucosa castrica y Sangre

Como ya se ha referido previamente la lesión gástrica

se caracteriza por un infiltrado inflamatorio crómico en la

mucosa gástrica, compuesto por linfocitos y células

plasmáticas. Hasta el momento se dispone de muy escasa

información sobre la composición da las células linfoides

presentes en la mucosa gástrica de estos pacientes. Kaye y

col(~> estudiaron las subpcblacicnes linfoides en mucosa

gástrica utilizando una técnica de inmunoperoxidasaindirecta
aplicada a secciones de biopsias gástricas de doce pacientes

con anemia perniciosa. Las subpohlaciones de linfocitos T

fueron identificadas mediante anticuerpos monoclonales,

mientras los linfocitos no ‘r fueron estimados indirectamente.

Aunque el número de linfocitos T totales, supresOreS y

cooperadores, fue significativamente mayor en el grupo de

anemia perniciosa que en los controles, la diferencia más

notoria estuvo en las células no—T que eran seis veces

superiores en aquel. Sin embargo no pudieron discernir la

estirpe da diferenciación de los linfocitos no T <linfocitos
E o NKL En un modelo experimental animal de gastritis

autoinmune, también se observó infiltración linfocitaria de la

mucosa con evolución de células T hacia E a lo largo del tiempo

de seguimiento de las lesiones<SS¼

Los estudios realizados en sangre periférica han dado

resultados contradictorios. Los estudios iniciales de Imainura

y col.<~~> y Wodzinski y col.<~~~ en que observaron un aumento del

cociente CD4/CDS por disminucion del CDS no han sido

posteriormente confirmados por soler y coí.<
58> y Carmel y

col~9~.
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b> Anticuemos gástricos

Son de dos tipos: anticuerpos anticélulas parietales

gástricas (ACPG) y anticuerpos antifactor intrínseco <AFI>.(S~>

Los anticuerpos anticélulas parietales gástricas se

detectan en el suero del 90% de los pacientes con anemia

perniciosa y del 30 al 60% con gastritis crónica autoinmune.

Existen dos variedades: una reacciona con el componente

microsomal intracitoplasinático <AMCP)<W> y la otra con la

superficie celular <ASCP><&l>. Se encuentran no solo en el suero

<predominanteneflte IgG> sino que también en el jugo gástrico

<IgG y fundamentalmente IgA). El AI4CP ha sido identificado en

las células plasmáticas de la mucosa gástrica. Como ocurre con

otros autoanticuerpos en diferentes enfermedades con

alteraciones en la autorreactividad del sistema inmune, la

detección de estas inmunoglobulinas no es patogmomónico de esta

enfermedad sino que también se observa en pacientes con

anomalías de la regulación del sistema inmune asociadas a

lesión, preferentemente de un órgano diana, tales cono:

(trastornos tiroideos, 20—30%; enfermedad de Addison, 20—30%;

diabetes mellitus tipo 1, 20—30%; artritis reumatoide, 7%) así

como en sujetos ncrrnales<2—l6%),increfl~entánd05econ la edad

¿Cual es la relevancia de los anticuerpos anticélulas

parietales gástricas? ¿Son meramente un epifenóneno,que

aparecen cuando es dañada la célula parietal por otro mecanismo

o son mediadores primarios de la destruccion celular?. Existe

cierta evidencia acumulada a favor de que esten directamente

implicados en la patogénesis. Varios estudios animales

sustentan esta hipótesis, pero sin embargo hasta la actualida4,

la lesión gástrica no ha sido reproducida en un modelo animal.

Estos estudios se basan en la administración de anticuerpos

ACPG a animales de experimentación observando disminución del

número de células parietales y de la secreción ácida
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gástrica<áZ>
63>.

Más recientemente, Loveridge y col.<~ observan una

disminución de la secreción ácida y de la actividad anhidrasa

carbónica de las células parietales de la rana en presencia de

extractos de inmunoglobulina humana que contienen ACI’G,

sugiriendo como explicación un bloqueo de los receptores para

la gastrina. con la consiguiente inhibición de la proliferación

y maduración de las células parietales. En 1983, De Aizpurua

y colA’” midieron la actividad citotóxica dependiente del

complemento del suero de 60 pacientes con anemia perniciosa

frente a células de mucosa gástrica canina, observando una

citotoxicidad superior en comparación con una serie de grupos

controles. Además el grado de citotoxicidad fue proporcional

a la concentración de Igo, donde residia el factor activador

del com~lemento,y se relacionaba con la presencia de ASCP pero

no con MC? o API. Posteriormente De Aizpurua y col.<~>

sugieren la existencia da un autoanticuerpo frente al receptor

de la gastrina de la célula parietal en algunos enfermos de

anemia perniciosa. Observan que fracciones de IgG sérica de 6

de 20 pacientes con anemia perniciosa inhiben la unión de la

gastrina a la célula parietal y reducen la captación de

aminopirina (un indice in vitro de la actividad de secreción

ácida gástrica). Sin embargo, Burman y col, demuestran un

efecto inhibitorio de los ACM frente a la adenosin

trifosfatasa H’, iQ productora de ácido de la célula parietal,

pero no frente al receptor de la gastrina~67>.

En suma, los anticuerpos ACPG podrían estar

implicados en la lesión de la mucosa gástrica, a través de

a) un efecto inductor de la lisis de las células parietales

tras st. interacción con ellas y fijación del complemento, b)

una inhibición de maduración y proliferación de la célula

parietal mediante bloqueo del receptor de la gastrina y c) una

inhibición de la adenosin trifosfatasa i?, id de la célula

parietal.
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Los anticuerpos antifactor intrínseco son de dos

variedades~ una, denominada tipo 1 o bloqueante que impide su

combinación con la vitamina 512 y otro, tipo II o precipitante

que se une al complejo 512—PI inactivándolo. El tipo 1 esta

presente en el 70% de los pacientes con anemia perniciosa y el

tipo II en aproximadamente un 50%, el cual no se observa en

ausencia del primero<~>. Se ha demostrado la presencia de API

tipo II en células plasmáticas de la mucosa gastrica. Se

detectan tanto en suero como en jugo gástrico siendo

habitualmente IgG e infrecuentemente IgA. Son moderadamente

sensibles pero altamente específicos dado que se observan

ocasionalmente en otros procesos <trastornos tiroideos, <5%

diabetes mellitus tipo 1, 4%; y en controles sanos,

Los anticuerpos antifactor intrínseco son

biológicamente importantes, dado que la combinación de estos

con FI en jugo gástrico lleva al desarrollo de nalabsorción de

512 en pacientes en los que su secreción está reducida pero mo

ausente<P>. Asimismo existe cierta evidencia que los anticuerpos

anti—E’I pueden contribuir a la lesión gástrica de la anemia

perniciosa, aunque los estudios realizados son escasos. Así,

Jacob y Glass<
69> observaron que cm la mucosa gástrica humana

normal incubada con API de pacientes con anemia perniciosa,

coniplemento y anticomplenento humano fluoresceinado, se

producía una agregación de estos elementosen el citoplasma de

la célula parietal, infiriendo un posible efecto destructivo

mediado por complejos inmunes. Más tarde Inada y GlassC~O>

inyectando extractos de IgG-AFI a ratas, observaron una

disminución de la secreción de factor intrínseco y pepeinógeno.
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o) Estudios funcionales de las células mononucleares de sancre

A principio de los años setenta se realizaron

estudios in vitro, observando transformación blástica de
linfocitos de sangre periférica en presencia de factor

intrínseco humano, jugo gástrico, o con homogeneizados de

mucosa gástrica<~’~>. Ami mismo se constató la inhibición de

migración leucocitaria en presencia de jugo gástrico humano o

factor intrin5eco<U>. Sin embargoel significado patogénico de
estas reacciones es desconocido<S>.

A diferencia de los estudios serológicos sobre
autoanticuerpos gástricos, los estudios de la funcionalidad de

los linfocitos de sangre periférica son escasos y poco

concluyentes en estos pacientes. Sin embargo, aunque

posteriormente se desarrollará en base a nuestro trabajo

experimental, existen autores que indican que las células
mononucleares de sangre periférica presentan una respuesta

proliferativa defectuosa o normal a la estimulación mitogénica

poliolonal con lactinas vegetaíesC?
4u?~>.

d> Asociación con otras enfermedades autoinmunes

.

La incidencia de anemia perniciosa está claramente

aumentada en pacientes con diversas enfermedades, especialmente

endocrinas. Así se ha observado en relación con enfermos

afectos dehipotiroidismno, hipertiroidisno, hipoparatiroidismo,

enfermedadde Addison, diabetesmellitus insulin dependiente,
vitiligo, miastenia gravis, artritis reumatoide, lupus

eritematoso diseminado, etc. En general en astas entidades se

pueden observar autoanticuerpos gástricos. Asimismo en la
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anemia perniciosa se observan autoanticuerpos frente a diversos

antígenos tisulares. incluyendo tiroides
1 glándula suprarrenal,

islotes pancreáticos, células ováricas entre otros<~~
9).

e) unnuesta a agentes inmumostInrGSOrBS

La adniiflistraOióm de corticoides a pacientes afectos

de anemia perniciosa ha producido: mejoría ~e la absorción de

vitamina 512, aumento de la secreción de factor intrínseco,

disminución del titulo de autoanticuerpos y mejoría histológica

con aumento del número de células parietales. Sin embargo, la

aquilia persiste tras su admimistr&Oióma¿>. También en un

paciente afecto de gastritis crónica atrófica, que recibió

azatioprima, se observó regeneración de las células parietales

con ausento de la secreción ácida gástrica <7~~ Estas

observaciones implican potencialmente a mecanismosinmunes Cm

la patcKjéflesis de la lesión gástrica.

I~í~ SISTU(A IklMUNE

.

El sistema innune está constituido por una base

estructural de células y moléculas especializadas en diferentes

funciones que se encuentran dispersas por el organismo. El

coppotellte Celular está formado por dos grandes poblaciones

linfocitarias, T y B, y por las denominadascélulas accesorias

<macrófagos, células dendrSltioas, células de Langerhans,

célulAS citotóxicas naturales, etc.), mientras que la base

molecular está compuesta por las inmumoglohuliflau y las

citociflas (linfocinas y monocima5)<~fl>.
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La característica biológica esencial de esta compleja

red celular y molecular es la capacidadde reconocimiento, con

constantes interacciones entre sus elementos, con el resto de
los componentes estructurales del organismo y con los posibles

elementos extraños que puedan penetrar en éste~
18>.

Esta capacidad de reconocimiento del sistema inmune,

está determinada por los denominados receptores específicos

(inmunoglobulinas y receptores de linfocitos T), que son

moléculas dotadas de una gran variabilidad estructural que

surge a nivel génico lo que origina millones de formas

ligeramente diierentes<~¶>. Ambos tipos de• moléculasposeen una

estructura tridimensional relativamente similar con unos

dominios constantes y unos variables en los extremos carboxilo

y aminoterminal, respectivamente. Existen además zonas de

hipervariabilidad incluidas en estos dominios variables que

determinan su diversidad. Sin embargo, frente a la semejanza

estructural entre ambos tipos de moléculas, los mecamismos de

reconocimiento y activación empleados por los linfocitos T y

E son diferentes. Los linfocitos B pueden reconocery activarse

por antígenos solubles rniemtras que los linfocitos T requieren

ver al antígeno sobre superficies celulares que expresenademás

marcadores de su propio sistema principal de

histocornpatibilidad (EnO, característica denominada fenómeno

de restricción. El timo es el órgano donde se origina la
restricción. En él, además, los linfocitos T que reaccionan

intensamente con lo propio son inhibidos o eliminados

Dentro del SN! se han definido tres clases de

moléculas, las cuales son codificadas en una región cercana al

centrómero del brazo corto del cromosoma 6. Las moléculas de

clase 1, presentes en todas las células nucleadas, están

formadas por dos cadenas (alfa y beta 2 microglobulina> Y

sirven como estructuras de reconocimiento para los linfocitos
T CDB4. Las moléculas de clase II, que en condiciones
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fisiológicas tienen una distribución celular más limitada

(macrófagos, linfocitos T activados y linfocitos 5), están

constituidas por dos cadenas (alfa y beta> y son utilizadas

cono estructuras de reconocimiento por parte de los linfocitos
T CD4+. Las moléculas de clase III se refieren a los

componentesdel complemento C
2. 4 y factor B<~>.

La existencia de dos tipos de moléculas del 5PM

(Clase 1 y clase II) se corresponde con la existencia de dos

vías de procesamientode péptidos antigénicos, según provengan
de la degradación de proteínas sintetizadas por la propia

célula <por ejemplo, proteínas virales), en cuyo caso los

péptidos resultantes se asocian a proteínas de clase 1 o se

trata de proteínas exógenas (por ejemplo de origen microbiano

o antigenos solubles> endocitadas y degradadas en el

compartimiento lisosomal, asociándose los péptidos resultantes

a proteínas de clase íí~~>.

Hay que subrayar que las moléculas de clase 1 y clase

II presentan homologías estructurales con inmunoglobulinas y

receptores de linfocitos T. Se cree que esta similitud pone de

manifiesto relaciones evolutivas comunes entre los genes que

codifican a todas estas moléculas implicadas en el
reconocimiento inmunológico, pudiendo haber surgido todas ellas

de un único gen ancestral del que se habrían ido diversificando

y separandoa lo largo de la evolución (‘familia de supergenes

de las ~ 1).
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A.— BASE cELULAR DEL SISTEMA INMUNE

.

1.- LimfoeitosT

Así denominados por su maduración intratimica.

Clásicamente se les identificó por su capacidad para formar

rosetas con los hematíes de carnero y actualmente por expresar

en su sembrana el receptor clonotipico y por tener reordenados

los genes que codifican su síntesis
01>. Entre los linfocitos T

existe heterogeneidad funcional y fenot~pica; se pueden

identificar diversas subpoblaciones como los linfocitos T

cooperadores y los supresores/citotóxicos.

Los linfocitos T humanos expresan en su superficie

una serie de glucoproteinas que pueden actuar como moléculas

de reconocimiento o activación del linfocito T. Destacan entre

ellos los complejos Ti/Cts, CD2, CD4, CDL

El complejo Ti/CO) engloha el receptor antigénico

especifico de cada clon, denominado Ti, y a una estructura

pentapeptidica, denominada CD3””~. El receptor antigénico está

compuesto por dos cadenas glucoprotéicas <alfa y beta>. La

cadena alfa está codificada por genes situados en el cromosoma

14 y la beta en el 7. Tal como ocurre con las inmunoglobulinas,

las cadenasalfa y beta son el resultado final del acoplamiento

de distintos segmentos gánicos, que sufren reordenamiento.

Asociados al receptor antigénico, se encuentran cinco péptidos,

designados gana, delta, épsilon, seta y eta que conjuntamente

constituyen el complejo C03. Al contrario de las moléculas que

constituyen e). receptor Ti, las proteínas constitutivas del CD)

son estructuras monoisórficas. En cuanto a la función, mientrah

que el heterodimero alfa/beta (Ti> está involucrado en el

reconocimiento antigénico en presencia de moléculas del. 5PM,

el CD) según la mayoría de los autores estaría implicado en la

tranuducción de la sefial de activación, producida por la unión



42

Ag-Ti, al interior de la célula(VM).

Recientemente se ha descrito un receptor antigénico

distinto constituido por dos cadenas <gamma y delta> en un 10%

de los linfocitos E periféricos. Está asociadó igualmente al

complejo CM y su organización genética es similar. Su función

es desconocida pero se cree que participan en la lisis celular

no restringida por el SN!, en la eliminación de agentes

infecciosos y en el desarrollo de algunas enfernedades

autoinmunesClZ.

El complejo CD2 es el receptor para hematíes de

carnero, cuya función no está totalmente definida. Es una

proteína ontogénicamente primitiva, conservada a lo largo de
la evolución del linfocito T y se le ha implicado como Una vía

alternativa de activación al Cm/Ti, y, como una molécula de

adhesión <también denominada LFA-2) qiJe contribuiría a

estabilizar la unión Ag—Ti a través de la unión con su ligando

LPA—3~”.

Las moléculas 004 y 008 definen dos subpoblacicnes

mutuamenteexoluyentes de linfocitos E. Aunque en un principio

la presencia del marcador 004 se consideró característica de

los linfocitos T cooperadores y el CDB de los linfocitos T con

función citotóxica/supresora, posteriormente se comprobó que
dichas funciones pueden ser ejercidas por ambassubpoblaciones.

Actualmente, la característica que define a estas

subpoblaciones es la capacidad de reconocimiento del antígeno

en presencia de las moléculas de Oase II <linfocitos 004+) 0

de clase 1 (linfocitos 008+) del SPH<”>. Actualmente se

consideran do. subgrupos dentro de los linfocitos E CD4+(THl

y ‘1YM2> según secreten IL—2 y gana—IFN (TEl> o IL—4, IL—5 e

IL—6 (TH2>. Esta subdivisión proviene del estudio de clases

establecidas en ratón. Aunque la función exacta de estas

subpobiaciones está por aclarar se considera que la THl está
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relacionada con las reacciones de hipersensibilidad retardada

y la TH2 juega un papel principal en la colaboración T-B~.

2.- LÁnfr~Át9UI

Denominados así por su maduración en la bursa de

Fabricio en aves o en el equivalente de la misma (médula ósea)

en mamíferos. Los linfocitos 5 expresan en su membrana

citoplasmática inmunoglobulinas de superficie <IgS> y tienen

la capacidad de diferenciarse a células plasmáticas, secretoras

de inmunoglobulinas. Todas las inmunoglobiflinas tienen una
estructura básica formada por cuatro cadenas polipeptidicas,

des pesadas y dos ligeras, con regiones variables Ccon
capacidad de unión a un antígeno determinado) y regiones

constantes <a las que se han atribuido otras funciones,

distintas para cada tipo de imnunoglobulinat unión a células

con receptores específicos, activación del complemento,

etc. >110,

Los linfocitos a poseen en su genoma regiones• que

codificarán las distintas inmunoglobulinas especificas, tras

un proceso de reordenamiento genético. Estos reordenamientOs,

fundamentalmente producidos por delección de segmentos

genéticos intercalados, permitirán la generaCión de diversidad

y la capacidad subsecuente de reconocimiento de todos los

antígenosde la naturaleza
0>.

Entre los antígenos de membrana de linfocitos 5

destacan: 0010 (CALLA), COiS (B4>, 0020 <81>, 0021 <B2>, 0023

y COS (Tl>0>. El CDlO o CALLA se describió como antígeno de la

leucemia linfoblástica aguda común y se encuentra en los

precursores de los linfocitos 5; su función es desconocida. El

CDl9 y 0020 son pan—B específicos, cuya función no está

aclarada. El efecto más revelante del AcHo antiCD2O es el de

proporcionar una señal precoz al linfocito E en su activación,

pasando a un estadio donde es capaz de responder a otros
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estímulos tardíos. El 0021 es un antígeno de membrana con

afinidad para el componente Cad del complemento y para el virus

de Epstein-Barr. El 0023 es un antígeno de activación, además

de ser el receptor para la fracción Fo de la IgE. La

interleucina 4 puede inducir la expresión de 0023 sobre
linfocitos 8. El 005 es un antígeno propio de los linfocitos

T, pero una minorim de linfocitos E lo expresan. Se observa

habitualmente en los linfocitos de la leucemia linfoide crónica

E Los linfocitos 8 CDS+ parecen estar relacionados con la

producción de autoanticuerpos y con diversas enfermedades

autoininunes, principalmente artritis reumatoide”’>.

3.— Células accesorias

Este grupo está constituido por monocitos/
racrófagos, células dendriticas, células de Langerhans,

astrocitos, células de Kupffer, etc. Expresan en su membrana

moléculas de clase 1 y II del SPH así como receptores para
diversas moléculas incluyendo la región Fc de la Igo y

componentesactivados del complemento>’~>.

Estas células poseen la capacidad de captar
antígenos, procesarlos intracelularmente y expresar en su

membrana sus determinantes antigénicos asociados al SPI{.
Colaboran, igualmente, en la activación de los linfocitos T y

a a través de fenómenos celulares de contacto físico directo,

o mediante la producción de factores solubles. Recientemente
se ha demostradola capacidadde los linfocitos a para ejercer

la función de presentaciónantigénica>”>.

aUMlALn

Se denosina actividad citotóxica espontánea o

citotoxicidad natural (1U<, “Natural killer”) a la capacidad
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lítica, in vitre y espontánea que desarrollan ciertas células

inmunocompetentes frente a un amplio espectro de células diana,

sin requerir una fase de sensibilización previa y sin estar

restringida por moléculas del SPH
0”~. A pesar de esta aparente

falta de especificidad, las células mc han sido implicadas en

diversas funciones inmunológicas. Estas funciones incluyen:

citotoxicidad frente a células tumorales, células infectadas

por virus y células embrionarias o con un escaso grado de

diferenciación; resistencia frente a agentes microbianos

(bacterias, hongos y parásitos>; inmunoregulación mediante la
secreción de linfocinas <Interleucina 2, Cactor de necrosis

tumoral,interferon); regulación de la hematopoyesis y

resistencia natural a injertos alog4nicos~.

En la especie humana, los efectos de la actividad NR

se encuentran estrechamente asociados a unas células con una

morfología peculiar, los linfocitos grandes granulares, un 70%
de los cuales son capaces de ejercer actividad NR. Estas

células, que presentan un nOcleo arrifionado y abundantes

gránulos azurófilos en su citoplasma, expresan en su membrana

citoplasmática una serie de marcadores característicos, como

el CDlE (receptor para el fragmento Fc de Igo) y el NKH—l o

0056, que están presentes en la práctica totalidad de estas

células. Se diferencian de los linfocitos T por no expresar el

complejo Ti/cO3. Sin embargo existen ciertos linfocitos T «6
6 gammaS que expresan una actividad citolitica semejante a la
de las células NR. Estos linfocitos T no deben denominarse

células NR, sino linfocitos T que desarrollan una actividad

‘NK—like” 6 una citolisis no restringida por el 8PM. Las

células “asesinas” activadas por linfoquinas (LAR) son
linfocitos activados por interleucina—2 o interferon gamma de

cualquiera de las dos categorías comentadas. En sangre
periférica las células LAR procederán principalmente de las

células NI&’~.
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E) SMB MOLEcULAR DEL SISTEMA INMflNE. LINFOcINAS y MONOCINAS

En 1966 Claman y col”’~, demostraron que los

linfocitos T participaban en la regulación de la proliferación,
activación y maduración de los linfocitos B. Posteriormente se

desarrollo el concepto de cooperación celular T/B a través de

fenómenos de contacto celular directo, restringido por

moléculas del SPH y se comprobó además la existencia de

factores solubles no antígeno específicos producidos por los

linfooitos T capaces de inducir la pro4iferación de los

linfocitos a y su diferenciación a células productores de

Iqs~””~.

Actualmente se conoce la actividad biológica y la

estructura bioquímica de diversos factores solubles con

capacidad inmunorreguladora, englobados genéricamente dentro

del concepto de citocinas <linfocimas y momocinas), que se

pueden definir como aquellas moléculas, que segregadas por

linfocitos o monocitos, regulan la activación, proliferación

y/o diferenciación de las células del sistema inmune. La

composición de estas moléculas es independiente del antígeno
que ha determinado su producción. Recientemente se ha

comprobado que ni su síntesis ni sus efectos se limitan al

sistema in1sUne<Í~O).

Analizaremos las distintas citocinas atendiendo al

tipo de células productoras, a los estímulos inductores de su
producción, a sus células dianas y a su acción biológica.

1.— Interleucima—í IIL—il

La interleucina 1, previamente llamada “factor

activador de linfocitos”, es un polipéptido del que se conocen
dos tonas moleculares, a y ~. Las dos formas tienen un grado

bajo de homología a nivel de péptido (26%) pero aparentemente
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tienen actividades similares y se unen a un receptor común de

alta afinidadO~~~>. La IL-l es producida por un gran número de

estirpes celulares (monocito—macrófago, queratinocitos, células

endoteliales, algunos linfocitos U y B>, siendo el

monocito—macrófago la línea celular más empleada para su

obtención. Es secretada al medio por gran variedad de

estímulos: endotoxina bacteriana, exotoxinas, hemaglutininas

viricas, TNF, TOP—a, la misma IL—l, inmunocomplejos, componente

OSa del sistema de complemento, linfocitos T activados, esteres

del forbol, radiación ultravioleta, cristales de silj.ce y

urato
0«~~0>.

Sobre las células del sistema inmune la IL—l tiene

efectos variados. Así, estimula indirectamente la mitosis de

determinados linfocitos T (TH2), actuando como un cofactor
junto a otros estímulos, tales como el antígeno o mitógeno.

Estos estímulos combinados conducen a la liberación de IL—2 y
a la expresión de receptores de alta afinidad para ésta

interleucina sobre los citados linfocitos ~<O~~)• Además, la

IL—l puede actuar sobre los linfocitos B durante, al menos, dos

etapas de su desarrollo. En primer lugar, en el estado de

precursores de linfocitos 8 induce la síntesis de cadenas

ligeras y la expresión de IgS. En segundo lugar, durante la

activación del linfocito a, favoreciendo la progresión en el

ciclo celular junto a otras citocinasiátm>,

El monocito es, finalmenta, el tercer tipo de célula

del sistema inmune que responde a la IL—l. La respuesta

consiste en quimiotactismo, liberación de la prostaglandina E,,

síntesis del activador del plasminógeno y activación de la
lisis tumoral. Asimismo la IL—l induce la síntesis de

reactantes de fase aguda, prostaglandinas y colagenasa por loS

fibroblastos y condrocitos; también actúa como pirógeno. El

análisis de los efectos de IL—l es complicado dado que la

molécula puede inducir la producción de otras citocinas (por
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2.— fllterl.uoina—2 JIL—21

La It—2, previamente llamada ~ de crecimiento

de linfocitos ~ es una proteína generada por los linfocitos
1’ tras su activación, siendo su pico máximo de producción a las

19—24 horas del estimulo. Es una linfocina capaz de mantener

el crecimiento de los linfocitos T en cultivo(«t

Su acción es mediada por la unión a un receptor

situado en la membrana de las células diana, el cual está

formado por dos cadenas glicopeptidicas, denominadas p75 o

receptor de afinidad media y p55 o receptor de baja afinidad,

unidas entre si por un enlace no ~ Ambas cadenas

pueden aparecer disociadas en la membrana citoplasmática Y

unirse independientemente a la IL—2, presentando distinta

afinidad por la misma (kda 1 nM, kdfl 10 mM) . La expresión

conjunta de ambas cadenas da lugar a los receptores de alta

afinidad. La cadenap7S es esencial para la transmisión de la
señal producida por la unión a su ligando y la pSS actuaría

modificando la conformación del locus de unión a la IL-2

aumentando la afinidad del mismo. La cadena PSS se detecta

mediante el anticuerpo monoclonal anti—TAC. En fase quiescente

el linfocito T presentaunas 100 moléculas de receptor para la

célula, de las que sólo un 10% son de alta afinidad. La

expresión del receptor en la membrana celular se induce por:

IL—l, factor de necrosis tumoral (FHT) y la propia IL—2

(regulación positiva>. TrAs la unión de la IL—2 a Su receptor

ocurre una endocitosis del complejo y la progresión de la

célula en el ciclo celular o la diferenciación de la misma. Es

de destacar que los linfocitos 1’ activados son las únicas
células capaces de expresar conjuntamente IL—2R e 1L2,

activando el sistema en forma paracrina/autocrina para asegurar
la expansión clomal de los linfocitos activados

1’5>. El mecanismo

de acción intracelular no está aclarado, aunque se considera
que es imdepandientede la vía de la protein cinasa ~
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sobre los linfocitos E activados, colabora en la

progresión del ciclo celular y en la síntesis de DNApor dichas

células, siendo capaz de conducir a su diferenciación sin

inducir proliferación previa<fl
1>,

La incubación “in vitro” de células NR con IL—2

recombinantedetermina un aumentode su actividad lítica siendo

capaces de mediar citotoxicidad frente a lineas celulares NR—
sensibles y HE-resistentes. Las células NR presentan en su

membrana la cadena p75 del receptor de IL—2, no expresando la

cadena p55<~2I»>,

3.— imterleueim&—3 tIL—fl

Es una glucoproteina producida por linfocitos T (TEl.

y TH2) activados, capaz de mantener la proliferación de células

mieloides, mastocitos y células icultipotenciales de la médula

ósea014>.puede intervenir en el crecimiento de células pre—B~>.

4.— Interleucina—4 <rL—U

La IL-4 o factor del crecimiento tipo 1 de linfocitos

E (MF 1) es una glucoproteina producida por linfocitos T (Tal>

activados que aparece en el medio de cultivo a las 6 horas y

presenta su concentración máxima a las 24. Se han encontrado

receptores específicos para la misma en linfocitos T, B y
mastocitos en fases quiescentes y aumentan tras la activación

celular<~m.

La acción de la TL—4/BSF—l ha sido estudiada

fundamentalmente sobre linfocitos E. En Los linfocitos E en

reposo aumenta la expresión de moléculas de clase II y de los

receptores para la porción Fe de la 1gB <Cnn) . Es

coestimulante, junto con los ligandos de las Tg, en la síntesis
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de Igs. Sobre linfocitos B estimulados previamente con

lipopolisacárido bacteriano determina un cambio en el isotipo

de las Ig secretadas, aumentando la produción de Igo, e IgE y

disminuyendo la de 1g0
3; sin embargo, la producción de IgM no

se modifica
06.

Los linfocitos T de sangre periférica también

responden a la IL—4/BSF—l. La supervivencia de linfocitos T

tras un periodo de siete días de cultivo es cinco veces

superior cuando en el medio está presente esta linfocina,

aunque no origina sintésis de OEA. Por otro lado, puede actuar
junto a TPA <ester del forbol) incrementando la expresión de

receptores para la IL—Z y aumentando la mitogénesis por un
mecanismo distinto al debido a la unión de IL~2/IL~2X$l17>. Sobre

monocitos, conduce a un aumento de la expresión de moléculas

de clase II y de la actividad citotóxica”’>.

5.— Int,rleucima—s rIL—5~

La interleucina 5 o BCGF II es una proteína producida

por los linfocitos T activados (TH2>, cuyas células diana son

los cosinófilos, timocitos y linfocitos E. Se ha comprobado que

esta implicada en la producción de colonias de cosinófilos a

partir de células de sangre de cordón fetal, en la

diferenciación de timocitos hacia linfocitos T citoliticos, y

en linfocitos E activados induce su proliferación. Por otra

parte, Induce la secreción de IgM e IgA por linfocitos 8

estimulados con SAC<hlm.

6.— IaterleueTh.—s IIL—B1

La IL—6 o interferon beta2 o factor del crecimiento

tipo II de linfocitos 8 es una proteína producida por

fibroblástes, células endoteliales, células de mixoma cardiaco,
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monocitos y linfocitos T activados (DM2), cuya inducción puede

producirse por virus, IL—l o TEF—a, entre ~

A nivel de sistema inmune, actua sobre linfocitos T

y E mediante la interación con su receptor, que está presente

en linfocitos T quiesoentes y no aumenta tras la estimulación

con lectinas vegetales, mientras que está ausente en linfocitos

E en reposo y lo adquieren tras la activación<
1fl.

Sobre los linfocitos E, la IL-6 promueve la

proliferación de células infectadas por virus de Epstein-Barr

y conduce a un aumento de la secreción y síntesis de cadenas
pesadas de un isotipo idéntico al de la Igo presente en el

linfocito E al inicio del cultivo. Se ignora su efecto sobre

la producción de cadenas ligerast1».

Su acción sobre los linfocitos T no está aclarada.

Se ha comprobado que puede sustituir a la IL-l en la inducción

del receptor de la IL—2 por los linfocitos T CD4+(’~>.

7.— Imterleucins—7 <IL—fl

La IL—7 es una proteína producida por células

estrómicas de médula ósea y timocitos que actua sobre

precursores de linfocitos T y E come factor de crecimiento. Los

linfocitos T maduros responden únicamente en presencia de un

estimulo secundario <antígeno y mitógeno>. Los linfocitos E

maduros no responden a la IL~7(í2í>,

8.- Interferóm sana

El sistema interferán (INI) humano consta de tres
grupos antigénicainente distintos de proteínas denominadas alfa,

beta <beta 1 y beta 2>, y gamma. Los INI alfa y beta 1 <INI
tipo 1) son inducidos por virus, mientras que el INI gamma (INI
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tipo II) y el ¡NF beta 2 (3SF 2> son generados por antígenos

específicos o mitógenos de linfocitos T<Im>,

El INI gamma es una proteína producida por linfocitos

T activados (Vn) y células NL Su actuación se ejerce sobre

diversos tipos celulares, tales como monocitos
1 linfocitos 3,

células NR, células epiteliales, células bematopoyeticas,

fibroblastos, ~

Sobre los monocitos determina un aumento de la

expresiónde moléculas de clase II del SPH y de la producción

de IL—l y VHF, actuando tras la activación previa de dichos

monocitos por lipopolisacárido bacteriano<
1U>.

En los linfocitos E ejerce ura inhibicián de la

proliferación celular inducida por la IL~4<>~). No obstante por

sí sólo favorece la mitogénesis inducida por ligandos de las

Ig de superficieO24>. Incrementa ademas la síntesis de cadenas

ligeras de las Ig y el acoplamiento de las mismas con las

cadenaspesndas’”t

Por un mecanismo no aclarado es capaz de generar

actividad LAR (células líticas activadas por linfocitos) , tras

la incubación de células mononucleares de sangre periférica con

esta linfocinaOOZ,

9.— Factor de necrosis tumoral <TNP alfa

>

El VHF alfa previamente denominado cacpiectina, es una

molécula polipeptidica secretada fundamentalmente por los

monocitos en respuesta, sobre todo, al lipopolisacárido
bacteriano. Asimismo también la producen los linfocitos T

activados y células NR(’~.’”>.

Sus efectos sobre las células del sistema inmune no
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estan perfectamente delimitados. Sobre el monocito conduce a

un aumento de la expresión de moléculas de clase ¡ y II del SPH

y a la liberación de IL—l<’”>.

El linfocito T en reposo carece de receptores para

el mí—alfa. Tras su activación por antígenos o mitógenos,

aumentaprogresivamente el número de receptores, alcanzandoel

máximo a los 6 días. Sobre los linfocitos T activados aumenta

la expresión de moléculas de clase II del 5PM y el ntsero de

receptores para la IL-2. Cuando existe IL—2 en el medio,
incrementa la producción de ¡NF gamma inducÁda por aqtellaam.

Sobre los linfocitos E incrementa la proliferación
inducida por otros estimulantes <anti—IgM ó SAC), mientras que,

por si mismo, carece de efecto sobre la blastogénesis. Así.

mismo inorementa la producción de IgM en presencia de TL—2 y

SAC<S>.

lo.— Linfotoxina <TNF beta~

La linfotoxina es una proteína que muestra un 30* de

similitud con el mí alfa y que compite por un mismo receptor

celular que aquel. Es producida fundamentalmente por linfocitos

T y E estimulados con antígeno o mitógenos y por líneas
celulares linfoblastoides B0~9. Sus accionesson similares a las

del VHF alfa. Recientemente se ha comprobado que posee una

importante actividad ECGF<”>,

11) Factor tramsforupmte del orseimiento beta <TOP SI

Es un polipéptido sintetizado entre otras células por

linfocitos T y E. Inhibe la proliferación dependiente de la
IL—2 de linfocitos T y a, y en estos últimos, la secreción de

Ig producida por IL-2 o por sobrenadantes de cultivos de



54

linfocitos T con actividad BCDF~’”~. Inhibe la actividad mc ~

la actividad UdC mediada por IL—2~.

C) IclrIvlLcIoN LIMFOCIflflYA

.

Se denominaactivación linfocitaria al proceso por

el cual los linfocitos, al ser estimulados por antígenos o

mitógeflos, son capaces de proliferar y 4iferenciarse para

generar de esta forma células efectoras
0¼

La mayor parte de los linfocitos T y E presentes en

el organismo en un momento deteminado se encuentran

funcionallfieflte en reposo, es decir, están en la fase Co o de

reposo del cicle celular. La exposición a un antígeno induce
la activación de algunos clones linfocitatiOs y su avance en

el mis,nOO>.

Analizaremossucesivamentelos procesosde activación

de los linfocitos T, E y NR,

1.— Activación de los linfocitos T

Como resultado de la selección clonal, sólo un grupo

de linfocitos T específicos es activado por un determinado

antiqeno. Esto produce la expansión clonal de aquellos

linfocitos T antigeno—especificos que adquirirán capacidades

funcionales diferenciadas, La activación de los linfocitos T

es una consecuenciade las interaciones ligando—receptor que

ocurren en la interfase del linfocito T y de la célula

presentadora de antígeno. Estas interaciones inician cambios

bioquímicos intracelulares dentro del linfocito T que culminan

en la respuestacelular<M>. La mayoría de los autores aceptan el
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esquema de Larsson y col, para el estudio de la activación del

linfocito T<”~. Segúnestemodelo el procesopodría tener lugar
en dos fases:

a> ¡ntanifl

Inicialmente el antígeno al que se ha expuesto el

sistema inmune es captado y procesado por las células

accesorias (fundamentalmente macrófagos) y es expresado en su

membrana citoplasmática, unido fisioamentq a moléculas del
SPH

0’>. De esta forma el antígeno es reconocido por el linfocito

T que posee el receptor clonotipico especifico para el mismo
(Figura 2>.

El macrófago, tras el procesamiento del antígeno y

la interacción con el linfocito T, segrega al medio IL—l, que

se une a su receptor situado en la membrana de este037>.

Actualmente se acepta que el macrófago proporciona ademásotras

seliales importantes para la activación del linfocito U, que

incluyen la interacción de moléculas de asociación celular. En

este sentido recientemente se ha comprobado que una molécula
de superficie de las células accesorias denoninada LFA—3

interactua con el complejo C02 (LFA—2> condicionando un aumento

en la producción de ¡L—l y una amplificación de la respuesta
bioquímica intracelular inducida en el linfocito U por la unión

antígeno—receptor. De igual forma se ha demostradola unión de

moléculas de clase II monocitarias a la glucoproteina 004 del

linfocito U, de moléculas de clase 1 con la glucoproteina COS

y de los determinantes de membrana CD lla,18 (LFA—l> con las

moléculas de adhesión intracelular ICAI4—l e ¡CAH—2 (Figura 3).

Todas estas uniones contribuyen a estabilizar la unión SPHa

antigeno-Ti/CD3 y participan en mayor o menor medida en la

activ¿Oiófl<ft»>.
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Interacción HLA-Péptido-Receptor antigé-
nico de los linfocitos T.

PIGUHA 2.-
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linfocite Y

IL-E

LFA-1 LCAM

C04 or
Cos

FIGURA 3.- RepresentacIón esquemática de algunas de
las InteraccIones que ocurren durante la
presentación antigénica por parte de la
célula accesorIa al linfocito T.

Célula
Accesori.
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La adición de estas seftales, conduce a la activación

del linfocito U que pasaría de la fase 04 a la fase 0, precoz

(0,,> del ciclo celular. Esta progresión se asocia a una seríe
de modificaciones de sistemas enzimáticos cuyo resultado final

es la síntesis proteica
0>. Dos vías de transduoción de señal

parecenestar reguladaspor el receptor del linfocito U: la vía

del fosfatidilinositol y la vía de la tirosina cinasa.

Así, la interacción de un ligando con su receptor de

superficie, activa, a traves de la proteína 0, a una
fosfodiesterasa (fosfolipasa C> que hidroliza el fosfatidil—

inositol—difosfato dando lugar a dos sustancias que actuarán
como segundos mensajeros: el inositol—trifosfato <¡P3> y el

diacilglioerol (DAG)<”’’41>. El 1P3 libera calcio iónico de

fuentes intracelulares y extracelulares aumentando su
concentración intracelular””>. El Dio induce la transíccación

de proteincinasa O (serina/treonina cinasa> del citoplasma a

la membrana plasmática, donde el enzima es activado en

presencia de fosfatidilserina<~>’. El aumento del calcio

intracelular y la activación de la proteinoinasa O sinergizan

induciendo la expresión del receptor de la IL—2 así como la
síntesis de ¡L-2 y la proliferación de los linfocitos U. A

nivel intracelular originan una serie de cambios necesarios
para la proliferación celular: se incrementa la entrada de

glucosa, se activan diversas enzimas gliocliticas, aumenta la

actividad ornitina—decarboxilasa y se activa el sistema de

transporte transmembrana Na/H produciendo mayor

Las tirosina cinasas desempefianun papel crucial en

la regulación de la activación y diferenciación de las células

en los mamíferos. En linfocitos se ha demostrado la
fosforilación en residuos de tirosina de varios sustratos tras

la activación con botinas, IL—2 o anticuerpos monoclonales
contra el complejo 003—receptor antigénico. Uno de estos

sustratos se ha identificado como la cadena zeta del CD3<”’>.



Entre las tirosina cinasas destaca la denominada p
56M, sobre

todo desde que se descubrió su asociación a las moléculas CD4

y CD8<”
3>.

La función y regulación de las fosfOtirosirla

fosfatasas en menos conocida. Recientemente 55 purificó una

importante fosfotirosina fosfatasa de la placenta humana que

tenía una gran homología con el antígeno común leucocitario

<CD4S>, lo que sugirió que el CD4S podría tener actividad

fosfotirosina fosfatasa, como se comprobó poco despúes<I«>.

Los linfocitos U activados incrementan el número de

receptores para la ¡L—2, desde unas íoo moléculas por celula,

de las que sólo el lo % son de alta afinidad, hasta

aproximadamente unas 35.000, de las que 2000 a 4000 son

receptores de alta ~

La IL—2 actúa, sobre la población que expresa su

receptor, de modo análogo a un sistema hormonal clásico: es

específica para el ligando, es saturable, presenta gran

afinidad, es reversible y es capas de regular la expresión de

su propio receptor. Tras la unión a su receptor el complejo

IL—2/IL—2R se internaliza en la célula y determina la

progresión de la misma a la fase 0, tardía (Olb> continuando la

síntesis de xs—RflA y proteínas. Alguna de las proteínas

sintetizadas, como el receptor de la transferrina son

específicos de esta fase tardía del ciclo celular y permitirán

al linfocito capturar elementos nutritivos del medio para

avanzar hacia las fases de síntesis de DNA y mitosis. El~

resultado final es la proliferacián celular y la generación de

ocluías cf ectoras, bien cooperadoraso

Por ultimo existen antígenos de activación de
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aparición tardía que se expresan al cabo de varios días de la

activación como los VtA. Estos antígenos pertenecen a la

familia de las “proteínas de adhesión”.

La activación de los linfocitos ‘t puede lograrse, in

vitre, mediante la incorporación al medio de cultivo de

distintas sustancias; anticuerpos antí—OD), anticuerpos
anti—CD2, lectinas vegetales (fitohemaglutinina, concanavalina

A) por acción sobre receptores de membrana y mediante los

ésteres del forbol e ionóforos que actuarían sobre la

proteincimasa C y la concentración de caxcio iónico libre

intracitoplasmático, respectivamente<S><Pigura 4>.

2.— Activación de los linfocitos 5

La activación de los linfocitos E qniescentes, su

proliferación y la diferenciación a células productoras de

anticuerpos requieren la interacción con un antígeno soluble

y la colaboración de los linfocitos U. Algunos, aunque no todos

los efectos de los linfocitos T cooperadores pueden ser

reemplazados por factores solubles producidos por ellos. Junto

a éste modelo, útil para la explicación de las respuestas a

antígenos tinodependientes, los linfocitos E pueden responder

a antígenos timoindependientes mediante mecanismos no

claramente establecidos<
145).

podemosdividir la respuestade los linfocitos E en

tres fases:
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FIGURA 4.- Representación de la actuación de los
distintos mitógenos sobre los linfocitos T.
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a) Activaci¿m

El receptor antigénico de los linfocitos E está

representadopor sus inmunoglobulinasde superficie. Su unión

con el antígeno y el subsecuente entrecruzamiento de las
distintas moléculasde ¡gs, además de dar especificidad a la

respuesta,determina dos efectos: la conducción de la célula
a un estado de activación <O,,), caracterizado por un aumento

en el volumen celular, síntesis de ¡aRMA y expresión en Su
superficie de nuevasmoléculasproteicas, y la internalización

del complejo Ag—Iq, que se degrada y se expresa sobre la

superficie del linfocito a asociadoa moléculasde clase II del
SPfl pudiendo actuar como célula presentadorade antígeno. A
consecuencia de ello el linfocito U es inducido hacia la
generación de señales requeridas para la activación y

proliferacián de los linfocitos E y su diferenciación a células

productoras de ~q~(
4S.Iffi,

De entre los factores solubles que participan en la
activación del linfocito E destacala interleucina 4 • Diversos

hallazgos confinan que la IL—4 actúa sobre linfocitos E en
reposo en ausencia de cualquier otro estimulo”>; a> los
linfocitos E en reposocultivados con IL—4 presentanun aumento
del volumen celular y una mejor viabilidad; b) asimismo se
incrementala expresiónde moléculas de clase ¡1 del 5PM en su
membranacitoplasmática; o) el pretratamientode los linfocitos
a en reposo durante 24 horas con interleucina 4 acelera la

respuestasubsecuentea anti—IgM e ¡L—4 en aproximadamente12

horas.

Existen otras vías alternativas de activación. De

estas, los ,e~ores caracterizadosson los ejercidos por los
anticuerpos monoclonalesanti-Ct20 y 0040, dos proteínas de

membrana, cuyo ligando fisiológico no es conocido. El Ac
monoclonalanti—C020 es capaz de activar a los linfocitos E en

reposo, pasandode la fase G~ a O,. Se sugiereque el 0020 actua
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como un canal iónico en la activación del linfocito E, sin

embargo el Ac nonoclonal anti—0040 no activa a los linfocitos
E en reposo, sino que estimula a los linfocitos E activados a

progresaren el ciclo celular desde la fase G1 a la fase 5. Se

sugiereque el CD4O podría ser el receptor de algún factor de
crecimiento

06>.

El linfocito E, tras activarse, expresa en su

superficie varios Ags de activación como el antígeno Ea, el
CD23 (receptor para la fracción Fe de la ¡gE) y el receptor
para la interleucina 4 (se incrementa su ¡

1dzero desde 100 a
1000 tras la activación del linfocito ~>I’m.

Los mecanismos bioquímicos de estas interaciones
celulares son similares a los comeuitadospreviamente en los
linfocitos U, implicando al calcio iónico intracitoplasmático
y a la PRO como segundoswensajeroso

4m.

b> Proliferación

En esta fase actuarían los factores de replicación
de linfocitos E <interleucina 4, interleucina 2,
ganma—interferOny principalmente interleucina 5> que tras la

unión a sus receptores específicoshacen que el linfocito E
progrese a la fase %, 5, %, y 14, produciéndose la
proliferación clonal. Por otra parte, los linfocitos E

activados pueden secretar un factor de crecimiento que

regularía su proliferación de nodo autocrino. Se ha sugerido

que estefactor podría ser la porción de 2fRd del CD23 aunque
hastael momento no ha sido demostrado”4”.
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o) Diferenciación a células productores de Tas

Despuésde la proliferación y expansiónclonal, los
linfocitos E se diferencian a células plasmáticasproductoras
de inmunoglobulinas. Estascélulas secretangran cantidad de
anticuerpos con idéntico idiotipo y especificidad que las
moléculasIgM e IgD expresadasen la membranade los linfocitos
E progenitores. Durante la maduración final se produce el

cambio de clase de las Igs (switch) por el que se secretan
anticuerpos con otro isotipo distinto (¡gO, IgA, ¡gE> pero con

la misma especificidad antigénica. Tanto 4 diferenciación a
célula plamática como el cambio de clase están regulados por
interleucinas derivadas de linfocitos T <principalmente IL—6,

pero tambiénIL—2, TL—4, IL—5 y gamma—IFN)4143”m.

Al transformarmeel linfocito E en célula plasmática
perderálas Ig de superficie y sus antígenosde diferenciación
característicos, adquiriendo otros propios de la célula

plasmáticacomo el CD3S, No todos los linfocitos a activados
se transformaranen célulasplasmáticas,ya quealgunospasarán

de nuevoa un estadio de linfocito pequeñomaduro, la célula
de memoria, que gozará de la capacidad de responder mas
rápidamentea un nuevo estimulo antigénioo<4~.

3,— Activación de las células NR

Dividiremos su estudio en dosapartados:a> Fasesdel

proceso lítico y b> Regulación de la actividad NR por

linfocinas<~”.

a> Pasesdel procesolítico

Basándonosen datosmorfológicos podemosdistinguir
tres etapasen el procesode citotoxicidad:
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1) Reconocimientoy adhesióna la célula diana.

Por el momento, se desconocenlas estructuras de

superficie de las células &K y células diana que participan en
el reconocimientoC9¿>.

La adhesión de la célula NR a la célula diana es

znagnesio—dependlentey se realiza en 2-3 minutos. Despuésde
la unión, el centro organizador de los microtúbulos y el

aparato de Golgí de la célula NR se orientan hacia la célula
diana, seguido de movimiento de gránulos hacia el área de
cohtacto<¶~>.

2> Programaoiflnpara la lisis.

Esta fase es calciodependiente,sensible a cambios
de temperaturay dura aproximadamente10 minutos. Duranteeste
tiempo la célula efectora segregasustanciascontenidasen sus
gránulos (perforinas o citolisinas y serma próteasas), que

inducen lesiones en la membrana de las células dianas. La
cltolisizia o perforina es una sustanciaprotéica, en forma de

monómero, que al polimerizar da lugar a unas estructuras
cil!ndricas (poliperforinas> que se insertan en la membranade
las células dianas, donde inducen la aparición de unos poros
de 15 nsj de diámetro que recuerdana las lesiones producidas

por el complemento. El calcio parece ser necesarioen la
inserción en la nenbrana y polimerización de los monómeros de

pertorina. Se requiere un mínima de 3-4 monómerospara formar

un poro funcional. En cuantoa]. papel realizadopor las serma
pztote&s&5 aun permanecesin ~

Sin embargo, existen otras vías de citotoxicidad
independientesdel calcio y las peflorimas. Se producen a

través de la secreciónde diversosmediadorescomo leukalexina,
factor de necrosis tumoral, lmnfotoxina y el factor citotóxico
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de células NR. posiblemente este último represente la actividad

de múltiples citotoxinas incluyendo FNT, Vfl y leukalexina<
132~S4).

3> Lisis ftd.pendiemte de la célula efeotora.

Esta fase, que no requiere la presencia de la célula
efectora, se caracteriza por las alteraciones en la membrana

de la célula diana <poros> que culmina en la lisis osmóticade
la misma. Esta fase dura de 30 a 90 minutos. La célula efectora

una vez separada de la célula diana, puede iniciar un nuevo

proceso litico(~*I$h).

Actualmente se sabe que los efectos de las células

efectoras sobre las células dianas no se confinan a la lisis

osmótica. La fragmentación del DNA de la célula diana es un

hallazgo importante y puede representar un mecanismo causal
fundamental de la lisis celular(U~. El FNT, la tU y la

leukalexina puedenproducir fragmentacióndel DNA052”’~.

En todos estos mecanismosse supone que la célula
diana tiene un papel pasivo, Sin embargoactualmente se sugiere

que la célula diana tendría un programa suicida que seria

activado por diferentes estímulos. Estos estímulos activarían

nucleasas endógenas que podrían ser las causantes de la

fragmentación del DNA<11>.

b) Reculación de la actividad NR por linfocinas

Como los otros elementos celulares del sistema

inmune, la función de las células HE puede regularse por

diversas citocinas’”>. Los estudios en humanos mostraron que el

sobrenadante de cultivos de estas células con lineas tumorales

susceptibles a su acción lítica contenía un factor soluble que

facilitaba su actividad citotóxica y que fue identificado como
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interf eren <¡NF) .Una importante observación fue que los

sobrenadantes que contenían ¡L-2 y estaban libres de ¡NF

incrementaban la actividad mc en ratón y en humano. El hecho
de que la IL—2 induzca la producción de ¡NP, hizo pensar que

los efectos de esta linfocina fuesenmediadospor el ¡np. sin
embargo, la disponibilidad de IL-2r ha permitido aclarar el
efecto de esta linfocina sobre la actividad NR. La
preincubación de células efectoras con ¡L—2r resultó en una

potenciación de la actividad NR, que fue cloro-dependiente e

independiente de la síntesis de ¡NP, ya que esta fué un hecho

más tardío y la adición de Ac contra el pu no bloqucó la

facilitación inducida por aquella. El mecanismo del efecto
facilitador del ¡NP y de la IL—2 sobre la actividad citotóxica

de las células NR se desconoce. Por otro lado, la incubación

de CNSP con IL—2 durante períodosde tiempo prolongados <3-5
días) genera una amplia actividad citotóxica frente a lineas
celulares mc—sensibles y mc—resistentes.<”’~ un patron de

actividad lítica similar puede ser inducido “in vitre” en otros

modelos experimentales, tales cono, el cultivo de cDflSP en medio

que contiene SBP, cultivos mixtos de linfocitos o por botinas

vegetales. Dado que la relación existente entre las células NR

y las cfectoras generadas en los sistemas anteriormente
mencionadospermanecepor aclarar, éstas últimas han recibido
diferentes nombres> “células tipo NR”, “células líticas

anómalas”, “células líticas activas” o “células líticas
activadas por linfocinas <LAR> ‘<‘“‘“>.

II
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Diversos hallazgos clínicos y experimentales indican

que el sistema inmune está implicado en la patogénia de la
gastritis crónica autoinnune y de la anemia perniciosa. Por

otra parte, el sistema inmune está constituido por una

serie de poblaciones celulares cuya activación, proliferación
y diferenciación estáreguladapordiversasmoléculasentre las
que se incluyen a las linfocinas y monocinas.

Estas basesteóricas nos llevaron a investigar el
estado funcional de los linfocitos U, E y de las células N1( de

los enfermos con gastritis crónica autoiptiune en sus dos
estadios evolutivos determinadospor la presencia o ausencia
de malabsorción de vitamina BU y su posible variación

determinada por el tratamiento sustitutivo con esta vitamina.

Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos:

1) Estudio de la distribución de las poblaciones

linfocitarias y de los monocitos en sangreperiférica así como
de su estadode activación por identificación Y cuantificación
de la expresión de moléculas de superficie.

2> Estudio del estadofuncional de los linfocitos Y
y B de sangre periférica por su capacidad de respuesta
blastogénica a estímulos policlonales y de síntesis de

linfocinas.

3> Estudio del estadofuncional de las células 81< por
análisis de su capacidad citotóxica.

4) Estudio de la significación clínica de los

hallazgos encontrados en los puntos anteriores.
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1> MATERIALES Y REACTIVOS

A> MAIZEIALU

A continuación se detallan los materiales utilizados

en la realización de los experimentos:

— Placas estériles de cultive de 24 o 96 pocillos de
fondo plano o fondo redondo (oreiner, goria-Oreiner, Madrid,
España), (Costar, Cambridge, ItA., EEUU).

— Placas Dyhateoh HieroElisa de g~ pocillos de fondo
plano (Greiner>

— Placas petrí de diversos diámetros, estériles
<Costar, Greiner>

— Frascos, estériles de cultivo de 25 y 250 ml

CCostar, cambridge, M.A., EEUU).
— Frascosde vacio de 250 ml (Baxter Ibérica, Madrid,

España>
— Jeringas de plástico de 1, 5, 10, 20 y 50 mí,

estériles

— Tubos de cultivo de 16 x 100 mm (Munclon, Nuner
Dinamarca)

— Tubos de plástico de 5, 10 y 50 mí, estériles.

— Tubos Eppendorf para ~~icrocentrifuqa (Elkay,

Boston, EEUU>.

— Pipetas de cristal de 1,5 y 10 ini, estériles.
— Pipetas Pasteurde un sólo uso, estériles <Brand,

RPA>.

— Pipetas de volumen ajustable <LabSyStCmS

Finnpipete, Helsin)cy, Finlandia.

— pipetas multicanal de 8 y 12 canales (Titertek,

Labsystems and Flow Lab, Helsinki’, Pinlandia>.
— Multipipeta Eppendorf (Hamburgo, RFA).

— Puntas de propileno virgen, estériles (Daslah,
Madrid>.
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— Porta—objetos y cubre—objetos de cristal

(Hirschiuanm, RFA)
— Cánaras de contaje Neubaver (Saaringia, RFA)

— Microjeringa Hamilton (Bonaduz, Suiza>.

— Filtros Millipore (Bedford, Massachusetts, EEUU).

— Incubador de agua de flC con agitación continua

(tlnitrcnio, Selecta, España>.
— Pipetador automático Pipetus <Hirschmann, RFA).

— Cámara de flujo laminar (Ucístar SA, Tarrasa,

España).

— Centrífuga refrigerada Sorvalí RC—3 (Dupont

¡nstrument, Conn, EEUU)
— Centrífuga de mesa nc HN—SI¡ (Damon/IEC, MA,

EEUU).

- Microcentrífuga Centriphuge 54145 <Eppendorf,

Hamburgo).
— Estufa de cultivo celular Napco 6100 <Napco,

Portland, EEUU).
— Microscopio Nikon Alphaphot 45H-l (Nikon, Japón).
— Microscopio invertido de contraste de fase Nikon

TMS (Nikon, Japón).
— Microscopio de fluorescencia Leitz—Dialux 20 ES

<Leitz, Wetzlar, RFA).
— Congelador —10

0C Forma Biofreezer 8200 <Forma

Scientifyc, Marietta, Ohio, EEUU)

— Congelador —20C Arctis 330 GS <AEG, RFA).

— Lavador de placas de Elisa de 12 canales <Titertek,

flow Lab. Reino Unido).
— Colector de cultivos SKATRON AS <FbI, fab.,

Lierbeyon, Noruega).
— Dispensadorde liquido de centelleo (Accupenser,

Nichiro, Japón).
— Contador Beta Raokbeta (LKB—Wallac, Finlandia>.
— Contador gamma 4000 (Beckman frs. Inc., Irvine, Ca,

EEUU).
— Espectrofotómetro Titertek Multiskan (Flow Lab.,
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Irvine, Ca, EEUU>.
— Citómetro de flujo EPICS C cdl sorter (Ceulter

Innunology, Hialeah, PL, EEUU).

E

A continuación se detallan los reactivos utilizados

en la separación e identificación de subpoblaciones celulares:

— Heparina Leo <Laboratorios Leo, Madrid, España).
— Suerosalino fisiológico (5SF) Apiroservaclorurado

simple <Ibys, Madrid, España).
— Picolí metrizoatosódico. LyTnphoprep,densidad1077

<Nyegaard Co, Oslo, Noruega).
— Hematíes de carnero tratados con AET

<2~aminoethyl—i5othio51oniuUItrOmidC>. Los hematíes se

extrajeron del carnero del animalario de la clínica Puerta de

Hierro y se diluyeron (Vfl) en condiciones de esterilidad en
solución de Alseviers (20,1 g. de dextrosa; 9,10 g.de citrato

sódico y 4,2 g por litro de agua destilada, pH 6,1). Antes de

su utilización en cada experimento se lavaron tres veces con

3SF, y se disolvieron al 12% en solución de A~T <2q. en 50 ml
de agua destilada ajustando el pH a 9 con Ha OH leN)

incubándose 15 minutos a 3VC; se lavaron con 5SF y se

diluyeron finalmente al 12% en medio RPM!.

— Azul tripan (PiuRa, Chemisohe Fabrick, Buchs, SG).

— Naranja de acridina <Merck, Darmstotd, RFA.>.

— Suero antí—inmunoglobulinas de ratón,

fluoresceinado (Kallestad, Austín. TX, EEUU).

— Sueros antí—IgO, anti—IgM y antí—IqA humanos

<Sigma, San Luis Mo, EEUU>.
— Sueros antí-Igo, anti-IgM y antí—IgA humanos

conjugadoscon fosfatasa alcalina (Sigma, San Luis Mo, EEUU>.



74

- Anticuerposmonoclonales:

• mcTa (CD3>, ORT4 (004), OKT8 (008), ORUS

(receptor para la transferrina) y ORTíl (002) son productos de

Ortho DiagnOstio Systems Inc., Raritan, NJ, EEUU.

• Antí—Bí (0020), anti—No2 (0014) y anti—TAC

(0025) son productos de Coulter Electronios, Hialeah, Fía,

EEUU>.

• Leu llb <Cole) y antí HIJA Dr son productos de

Becton & Dickinson, Montain View, Ca, EEUU)

— Complemento de conejo (Behring Inst., Marburg,

RFA>.
- Mezcla hipotónica compuestapor un 754 de agua

bidestilada y un 25% de 5SF.

c> REACTIVOS UTILIZP,flOS EN CULTIVOS CELULARES

— Medio RPMl 1640 (Flow Lab., Irvine, en, EEUU).
— L—glutamina (Flow Lab., Irvine, Ca, EEUU)

— Hepes lM <Plow Lab,, Irvime, Ca, EEUU>

— Mezcla antibiótica compuesta por: cloxacilina 500

mg., ampicilina 500 mg., gentainicina SO mg. (para 50 oc.>.

— Suero bovino fetal <Gibco, Grand Island, NY, EEUU>

- Fitohemaglutinina M (PILA) (Difco, Detroit,

Michigan, EEUU>.

— Interleucina 2 recombinante(Hoffman—LaRoche Inc.,

Nutley, EEUU>.
— Forbol—miristato—acetatO (PMA), (Sigma, San Luis

MO, EEUU).

— Stafilococcus aureus Cowan 1 (SAo> , (pansorbin,

CalMochen, Behring Corp, Le Jolla, Ca, EEUU>.

— Sobrenadante con actividad IL-2, BCGF y BCDF

obtenido de amígdalashumanas.
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— Timidina Tritiada, actividad específica 1 mCi/ml

(Radiochemical Center, Anersham, Reino Unido).

— Cromo—Sl, en forma de cromato sódico, actividad

específica de 1 mCi/ml <Radiochemigal Center, Anersham, Reino

Unido).
— solución de centelleo Normascint (Sobarían, Perosa,

España)

D) MEDIOS Y TARPOflS

— Medio completo. comomedio completo seutilizó RPM!

1640 suplementadocon L—glutamina 2 mM, Hepes 10 mM y mezcla
antibiótica al 1%.

- Medio de cultivo. Se utilizó medio completo al que

se añadió suero bovino fetal al 10%. En determinados

experimentos-, el suero bovino fetal fue sustituido por suero

autólogo o suero AB de donante. Todos los sueros fueron

descomplementadOs por calentamiento a 5~ C durante 45 minutos.

— Disolución salina fosfatada (PES) . Por cada litro

de agua destilada se disolvieron: 8,75 g. de PO
4HNa,; 1,89 g.

de PO, H, K y 4,25 g. de Cl Ha; se ajustó el pH a 7,4.

— Buffer carbonato—fosfato. Por cada litro de agua

destilada se disolvieron: Co, Ra2 15,9 g.; Co3 E Na 29,3 g. y

N,Na 2 g.; se ajustó el pH a 8.

E> LINEAS CELULARES

— Línea C?L-L2. Línea citotóxica murina dependiente

de IL—2 en el medio para su crecimiento y que respondea 1L2

hurana~”>.
— K—562. Línea derivada de un clon procedente del

derrame pleural de un paciente con leucemia mieloide crónica
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humana, que crece continuamente en suspensión en forma de

blastos indiferenciados, Es una línea NR—sensible”’2>.
— JY.Linea linfoblástica humana de estirpe 5

infectada con virus de Epstein—aarr. Es una línea NX—

resist&ite<”».

XI. — FOBLÁCION OBJETO DE ESTUDIO

El presente trabajo fue realizado sobre una muestra

formada por 41 enfermos diagnosticados de gastritis crónica

atrófica autoinmune, 32 de los cuales previamente o

coincidiendo con el momento del estudio presentaron anemia

perniciosa.

El diagnóstico de gastritis crónica atrófica

autoinmune se efectué en basa a los hallazgos

anatomopatológicos encontrados en las biopsias de mucosa

gástrica. En los casos en que no dispusimos de la biopsia, el

diagnóstico se realizó en base a la presencia de al menos tres

de los cuatro criterios siguientes: a) imagen endoscópica
sugerente de gastritis crónica atrófica; b) aquilia
histaminorresistente; o) hipopepsinoqenemiaehipergastrineflia

d) presencia de anticuerpos anticélulas parietales gástricas.

Para el diagnóstico de anemia perniciosa, aparte de

la presencia de gastritis crónica atrófica autoinnune, se

precisé de al menos tres de los cuatro criterios siguientes:

a> negaloblastosis en sangre periférica y/o médula ósea; b)

disminución de la cobalamina plasmática; o> test de Schilling

patológico normalizado tras la administración dc factor

intrínseco; d) respuesta satisfactoria a la vitamina 812

parenteral.
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En todos los pacientes estudiados se comprobó la

ausencia de: a) tratamiento previo con fármacos capacesde
influir sobre el estado funcional de las células del sistema
inmune (antiinflamatorios nc esteroideos, cimetidina,

teofilina, estrógenos,etc.) y b) la existenciade infecciones
e transfusiones sanguíneasen los tres mesesanteriores a la

realización del estudio.

Se confeccionaron protocolos clínicos individuales

haciendo constar: filiación, antecedentes personales, fechas

de inicio de los síntomas y del diagn6s~ico, presencia de

enfermedades asociadas, datos bioquímicos, estudios

radiológicOs y endoscópicos, descripción histológica,

comportamiento evolutivo y tratamientos previos y actuales.

Se realizaron, mediantetécnicashabituales, por los
servicios de Bioquímica, Hematología, Inmunologia y Medicina

Nuclear de la Clínica Puerta de Hierro, las siguientes
determinacioneS analíticas: hemograma, bilirrubina, fosfatasa

alcalina, colesterol, proteínas totales, albúmina, vitamina

B12, ácido fálico, pepsinógeno, gastrina, hierro, transterrina,

ferritina, anticuerpos anticélulas parietales gástricas,

inmunoglobuliflas <¡gO, IgA e IgM).

Como controles se utilizaron muestras de 33

individuOs sanos, de edady sexo similares a los pacientes.

>1

2
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XII.- H520D91

A> ORTENCION SE MUESTRAS BIOLOGIcAS

1> Sanare venosa

.

Se realizaron las extracciones en condiciones de

esterilidad, por venopunción periférica, de una cantidad
variable de sangre que osciló, según los estudios a realizar,

entre 30 y 150 ml., aftadiendo 25u. de heparina sódica por cada

20 ml de sangre y diluyendo al 504 con suero salino

fisiológico.

2> Atcdalas humanas

.

Se obtuvieronpor tonsilectomia terapéutica <donadas
por el Servicio de Otorrinolaringología del Pabellón VIII,

Tacultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid> de

individuos con edades comprendidos entre 6 y 15 años de edad.
Se lavaron con 5SF <que contenía mezcla antibiótica al 14>, se
trocearony disgregaronsuavementecon un bisturí, obteniéndose

una suspensión que se recogió en tubos estériles.

5) OBTENCTON DE CELULAS MONONUCLEARER HUMANAS

.

Para, el aislamientode las células mononuclearesde
sangreperiférica <ensp> se procedió a su separaciónmediante
gradiente de densidad sobre ficoll”~>. Por este método se

obtiene una interfase ficolí—plasma compuesta por células

linfoides y monocitos.
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Se colocaron suavemente3 a 10 ml de ficolí en el

fondo de 7 a 30 ml. de suspensiones de sangre o amígdala. Se

centrifugaron a 600 q durante 45 minutos, se recogieron las

interfases y se centrifugaron tres veces a 400 g durante lo
minutos resuspendiendo cada vez en 5SF <lavado>. El precipitado

final se resuspendióen medio completo.

o> ATSLM4IENTO DE SUEPOBLAOTONE5 CELULflEB

.

1.— Obtención de linfocitos ‘2 por roseteo con

hematíesde carnerotratados con

La suspensiónde células de amígdalaso de cMSP se

mezoló a la concentraciónde 3 a 5 x 10’ células/mlcon otra de

hematíesde carnero tratados con AEIY, de forma que resultase
una proporción aproximada de 100 x 10’ células mononucleares

por cada 2—3 ml. de la solución de Arr—hematíesde carnero al
124. previa incubación a 37C durante 5 minutos en baño se

centrifugaron los tubos a 250 g. durante cinco minutos y se

incubaron posteriormente a 4 O durante 45 minutos. A

continuación, se suspendieron los precipitados muy suavemente

y se vertieron 10 ml de ficolí en el fondo de cada tubo,

centrifugándOse durante 30 minutos a 500 g. El precipitado

formado en el fondo, constituido por MT-hematíes de carnero

unido a linfocitos ‘2 se mezoló a temperatura ambiente, con una

solución de SSP y aguadestilada <5SF 254, aguadestilada154>,

con el objeto de ligar los hematíes,La lisis fue interrumpida,
a los treinta segundos, rellenándoselos tubos con SSP. Tras

dos lavadosse resuspendióen medio completo. Tras esteproceso
se obtuvo una suspensióncelular con más de un 90% de células

formadorasde rosetas.
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2.— Obtención de linfocitos E por roseteo con

hematíesde carnero tratados con AET (selección negativa> y
lisis con monoclonales(anti—CD3 y anti—MO,).

Se siguió la misma técnica comentadaen el apartado
anterior. Tras la separación en gradiente de ficolí se
recogieron las interfases formados por las células que no

hablan formado rosetas, Se lavaron con 5SF y se sometieronen
presencia de complemento, a un proceso de lisis con los

anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-M01, Se añadió un
microlitro de ambos anticuerpos por cada millón de células y
se incubó durante 45 minutos a 4 O, con agitación cada 10
minutos. A continuación se añadió complemento de conejo en

proporción 1/2 (y/y), incubándosedurante 45 minutos a 37 C
con agitación frecuente. La suspensión resultante fue lavada

y resuspendidaen medio completo. De esta forma se obtuvo una
población adecuadamente purificada de linfocitos 5 <0020+ ~

60%, C03+ < fl>.

0> RECUENTO Y ESTUDIO DE VIABILIDAD DE LAS POBLAOIONER

OBTENIDAS

.

En todas las suspensiones se determinó la

concentración celular mediante dilución con azul tripán al 0,14

y posterior recuento con microscopio utilizando una cámara

Neubaver. El porcentaje de células vivas se estableció por la

capacidad de exclusión del colorante; sólo se prosiguieron
aquellos experimentos en los que la viabilidad fue mayor del

95%.
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E> CflACTEAIZACXON FENOTIP!OA DE LAS POBLACIONES CELULnES

.

1.— Tincién com anticuermosmonoclcflales

.

Se empleó una técnica de inmunofluorescencia

indirecta, usando como substrato la suspensión celular a
estudiar (CMSP, linfocitos ‘2 o linfocitos B>, que se incubo con

diversas preparaciones de anticuerpos monoclonales de ratón y,

en un segundo paso, con suero fluoresceinado anti-Ig de ratón,

del que se utilizó su fracción F<ab) ~2 para evitar una unión

citofilica a aisr.

Se incubaron aproximadamente0,5 2 10~ células con

5—50 microlitros de anticuerpo nonoclonal <según titulación

previa> durante 30 minutos a 4 C, agitando cada diez minutos.

Se lavaron tres veces, dos con 5SF y uno con medio completo,

ambos al 1%, de suero bovino fetal, y sobre el último

precipitado se añadieron 100 microlitros de una disolución al

1/60 de fracción F(ab)’, 1 luoresceinado de Ig de cabra antí-Igo

de ratón (FITC>. Se repitió el proceso de incubación y lavado

y se resuspendió en PES al 0,44 de formol (conservante), hasta

proceder al recuento de células.

Un resumende los anticuerpos,nonoolonalesutilizados
en el análisis fenotipico se expone en la Tabla 1.

2.— RecuentO de células fluoresoentesmediante citómetro de
flujo EPWS O cdl sorter

.

Se valoraron las curvas de distribución de l0~

células viables. Las células que se teñían más que el fondo
presente en el segundo reactivo se calcularon mediante los

bloques estadísticos incorporados en los sistemas ~/2.o y V2,2A.

El laser de argán fue sintonizado a 488 nm, que permite excitar
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TABLA 1.- AntIcuerpos monoclonales más empleados en el
análisis de las poblaciones linfocítarias

AcMo CD Patron de reactívidad
01(111, Linfocitos T, células NK.
anti-Leu 5,9.6 002 Receptor de hematies de carnero

<LFA-3 o CD5B>

‘OKTS, Linfocitos T, complejo 003
anti-Leu 4 003 (cinco cadenas>

OKT4, Subpoblmc¡án de linfocitos T
antl-Leu Sa 004 (cooperadora»Receptor HIV

OKTI, Linfocitos T. Subpoblacián de
anti-Leu 1 005 linfocitos E

01(18, Subpoblac¡6n de linfocitos T

anti-Leu 2 008 (citotóxica)

2F12 Colla Leucocitos. LFA-1

MDI CDllb Monocitos, granulocitoscélulas
NK. Receptor CSbi

0014 Monocitos

LeuIIb 0016 Células NK, macráfagos,
subpoblacién de linfocitos T.
Receptor para Fo de gO

B4 0019 Linfocitos B

El C020 Linfocitos E

B2 C021 Linfocitos E. Receptor 03d y
virus Epstein-Eahr

TAO 0025 Linfocitos T, 6, células NK
y monocitos activados. Receptor
de interleucina 2

Leul9, Células NK, subpoblacián de

NKH-1 0056 linfocitos T

01(19 0071 Receptor de transferrlna
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la fluorescencia del TITO. Los porcentajes de células teñidas

se calcularon integrando las señalesde fluorescencia verde
medianteun amplificador logarítmico.

1) CULTIVOS CELULflES

TodOs los cultivos celulares realizados se
desarrollaron en condiciones de esterilidad, manteniéndose a

37C en atmósferacon 5% de 003 y 95% de humedadrelativa.

La respuesta a un determinadoestimulo mitogénico
depende de la densidad y tipo de célula estudiada, del tiempo

de cultivo y de la concentración del agente mitogénico.

La densidad celular fue de 0,5 2< 10’ células /ml en

medio de cultivo; se sembraron por duplicado o triplicado en

placas estériles de 96 pocillos, con fondo plano, de forma que
quedase al final un volumen de 0,2 ml. por pocillo.

El tiempo de cultivo fue variable, oscilando entre

3 y 7 días según los experimentos realizados,

La concentración adecuada del agente mitógeno puede

variar con cada lote de fabricación, por lo que se utilizó uno

sólo, en el que se determinó su concentración óptima sobre

cultivos de donantes sanos. Las dosis empleadas fueron;

— Fitohemaglutinina (PILA): 10 microgranos/mí.
— Interleucina 2 recombinante (1L2r> lo ó 100 u/ml.’

- Anti—0D3t 8 microgramos/mí.
— Forbol~miristato—aOetatO<PMA):l0O nanogramos/mí.
— SAC: 1/1000.
— Sobrenadantede amígdalahumana: 25%,12%, 6%.
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Ante una activaciónmitogénica, los linfocitos sufren
un procesode blastogénesiscon crecimiento y diferenciación

celular. El método empleadopara cuantificar la proliferación

celular fue el análisis de la incorporación de timidina

tritiada <3H—T) al DNA sintetizado “de novo”. Para ello, tras

la adición de 1 microcurio de 3H—Ta cada pocillo durante las

últimas 18—24 horas, los cultivos se recogieron por aspiración

utilizando un colector de cultivos Skatron, obteniéndoselos
extractos secos de dichos cultivos. Estos extractos secosse
distribuyeren en viales de centelleo a los que se añadió 4 ml.
de liquido de centelleo, determinandoen un contador beta la
emisión de radiación beta en cuentas por minuto <cpm). Los
resultados se expresaron como la media aritmética de las
determinacionesrealizadasen cadacaso, siendo la variabilidad
de los valores individuales menor del 10% de la media.

Todo lo referido previamente es válido para los

ensayosde proliferación de células mononuclearesde sangre
periférica y linfocitos T purificados. Sin embargo, los

- linfocitos a precisan una estimulación previa con SAC. Pata

ello se incuban linfocitos E a una concentración de 2. 106

células/ml (2 mí) en placas estériles de 24 pocillos de fondo

plano junto a BAc a una concentración final de 1/1000. Tras un

periodo de cultivo de 35—48 horas se recogen los linfocitos 5
ajustándolos a una concentración de 0,5. 106 células/mí,

estandopreparadospara la adición de los diferentesmitógenos.
El periodo de cultivo completo fue de cinco días.
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a> pnonoccíow DE BOSRENADAflES OONTENTENDO LTNPOOIMJiS

.

i,— Sebrenadantesde linfocitos T

.

Los linfocitos T, a una concentración dc 5 2< íO
6

células/ml en medio completo que contenía 10 microgramos/ní.
de PILA y 10% de suero bovino fetal, se incubaron en tubos

estériles durante 24 y 12 horas<6>. Con el objeto de detectar
si existía secreción espontáneade linfocinas se mantuvieron
paralelamentesuspensionescelulares a idéntica concentración
en medio sin PJiA. Tras la incubación, los tubos se
centrifugaron a 500 g. durante 10 minutos, se recogieron los

sobrenandaltes y fueron congelados a —20’ C hasta su

utilización.

2.— Sobrenadantelde limfooitos ‘2 de aziedala humana

.

La suspensión de linfocitos ‘2 de amígdala fue
sometida a un doble estímulo: cultivo mixto linfocitario con
dos suspensiones de distintas amígdalas y PilA a 10
microgramos/mí en medio de cultivo durante72 horas, Se obtuvo
así un sobrenadanteestandarcon actividad IL—2, BOCE y BOD?
que será referido como SN,,, Este SN,, se filtró, alicuotó y
congeló a —20 O hasta su utilización.

1<> ENSAYO DE DETECOTON DE LA ACTIVIDAD !L—2

.

Para determinar la actividad IL—2 presente en los
sobrenadantesde linfocitos ‘2, se aprovechó que la línea
celular CTL—L2 tiene dependenciaabsoluta de IL-2 en el medio
de cultivo para su división y de forma dosis~dependiented<».
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En este ensayo se realizaron diluciones seriadasde
los sobrenadantesy se completo con medio hasta0,1 ml. en cada
pocillo, en placas de 96 pocillos de fondo plano.
Posteriormentese añadió 0,1 ml. de una suspensiónde CTL—L2
a una concentración de 5 2< io~ células/ml. rras 18 horas de
cultivo se añadió un microcurio de ‘H—T por pocillo,

continuandola incubación seis horasmás,despuésde las cuales
se llevó a cabo la recogiday procesamientodel cultivo.

En cada experimento se deterisinó la incorporación
basal de ‘11—1’ de las células en ausencia de ZL—2, y la
proliferacián ocasionada por distintas concentraciones de
IL—2r.

Y) ENSAYO DE AOI’TVIDY.D NE

Como fuentes de células dianas se emplearon las
lineas ¡<—562 y JY. El marcaje con CrSl se llevó a cabo por

incubación de 1—3 2< 10 células suspendidasen 100 microlitros
de SSE al que se añadió 100 a 150 microcurios de Cr5l (100—150
microlitros de una disolución de cromato sádico con una
actividad específicade 1 mCi/mí). La incubación se cfectué en
un baño a 37’C durante 90 minutos con agitación intermitente.
A continuación, las células se lavaron tres veces y se
resuspendieronen medio completo a una concentraciónde 5O~000
células/ml. Como células efectoras se utilizaron células

mononucleares de sangre ~

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 96
pocillos de fondo en U. En cada pocillo se incubaron las

células efectoras (100 microlitros de 4 diluciones para obtener
una relación efeetora/dianade 50:1, 25:1, 12:1 y 6:1) y las
céiula¡ diana (100 sicrolitros de la suspensión; soco
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células/pocillo) . Los ensayos se realizaron por triplicado, y

se incluyeron controles de células dianas sin efectoras para

valorar la liberación espontaneade OrSí y pocillos en los que

las células dianasse mezclaroncon detergenteparavalorar la
liberación máxima de CrSl. Posteriormente, las placas se
incubaron durante 4 horas a 37’ C y 5% de CO,, y al final de
este periodo se aspiraron 100 microlitros de sobrenadantede
cada pocillo para el contaje de la radiación gamma emitida.
Tras la medición, se calculó la mediay la desviación estandar
de cada triplicado. Para calcular el porcentaje de lisis
específica (LE) se empleó la siguiente fórm»la:

P—E

*12— xlO0
M-E

donde:

P — X cpm de la muestra problema

¡4 — X cpm de la liberación máxima

E — 1 cpm de la liberación espontánea.

XV. — ANALISIS ESTADíSTIcO

Los resultados de los estudios experimentales

realizados se presentan en forma de medias y desviaciones
estandar.

Para el estudio estadístico, inicialmente se analizó

la naturaleza de las distribuciones empleando el contraste de



88

normalidad de Shapiro—Whilk. En general, los datos obtenidos

no siguieron distribuciones normales por lo que se emplearon
contrastes no paramétricos al efectuar comparaciones entre las

distintas muestras. Los test empleados fueron los siguientes:

contraste U de Mann Whitney, para muestras independientes;
contraste T de wilconxon, para datos emparejados; ‘2 de Student,

en el caso de haberse comprobado las hipótesis de normalidad.

Al analizar la posible relación entre algunas variables se

utilizó el coeficiente de correlaciónde Pearson,En todas las
comparaciones realizadas, se valoraron niveles de significación

por debajo del 5% <Pc 0,06).
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RESULTADOS



1.— DATOS CLíNICOS

Los 41 pacientes estudiados fueron clasificados en

tres grupos <Tabla II): A <11 pacientes), enfermos con anemia

perniciosa en los que no se había iniciado tratamiento con
vitamina 812 parenteral; 5 <21 pacientes>, aquellos afectos

previamente de anemia perniciosa que seguían tratamiento
satisfactorio con vitamina 312 parenteral y C (9 pacientes)

con gastritis crónica autoininune sin anemia perniciosa.

El grupo incluía 29 mujeres (70,74) y 12 varones

<29,2%), cuya edad media fue de 69,5 años <rango 30—87>. No

existieron diferencias estadisticatilente significativas en

cuanto a la edad y el sexo entre los tres grupos previamente
¼ mencionados, ni con respecto a los controles.

Clínicamente se encontraban asintomáticos 25

pacientes (61*) y sintomáticos 16 <~~~)• Seis enfermos del

~rupo A estaban sintomáticos. Sus datos clínicos fueron:

astenia y anorexia (5/5>, ictericia (3/6>, palidez (5/6>,

insuficiencia cardiaca <~/~) , parestesias (2/6), trastornos

psiquiátricos (1/6) y quemazón lingual <1/6>. Los otros cinco

fueron diagnosticados de ferina casual al realizar un análisis

de rutina (4/5) o coincidiendo con un proceso intercurrente
(1/5). De los 21 pacientes del grupo 5, 18 se encontraban

asintomáticos y tres presentaban astenia, uno de ellos asociado

a ferropenia. De los 9 pacientes del grupo C, siete estaban

sintomáticos con molestias epigástricas <2/7>, diarrea <5/y)

y astenia <1/7) ¡ este último caso asociado también a

ferropenia.
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La exploración física fue normal en todos los casos

a excepción de los seis pacientes sintomáticos del grupo A que
presentaban palidez (5/6), ictericia <3/6> y semiología de

insuficiencia cardiaca <3/6) ya comentados, así como,

disminución de la sensibilidad profunda en miembros interiores

<3/6).

Las enfermedades autoinmunes asociadas fueron;

hipotiroidisnlo (4) y vitiligo <4). Dos pacientes asociaban
ambos procesos.

En mingan enfermo observamos desarrollo de

adenocarcinOina gástrico y un paciente presentó fibrosis

pulmonar idiopática en su evolución.

Ir. - DE’tERI4TNACIONES ANALíTICAS

A) IIZMQfl&IA

El valor absoluto medio de las concentraciones de

hemoglobina, leucocitos, linfocitos, monocitos y plaquetas así

cono el volumen corpuscular medio se muestra en la tabla II.

Se observó una disminución de la concentración de hemoglobina

y un aumento en el volumen corpuscular medio en el grupo A,
estadisticamente significativo (p.cO,05) con respecto a los

enfermos de los grupos 5 y O. La cuantificación de plaquetas,

leucocitos y linfocitos fue inferior en el grupo A pero no

estadisticaneflte significativa <p>O,OS) ¡ no así el de monocitos

que fue inferior en los grupos A y m respectO a C y

estadisticalaentesignificativo (p<O,OS).
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5) 5IoOUIM!cA BEmbA

El valor medio global de los parámetros bioquímicos

estudiados así como su distribución por grupos se expone en la

tabla II, Se observaron con más frecuencia alteraciones en el

A. Así se observó una disminución de la cobalamina y un aumento

de bilirrubina y lacticodeshidrogenasa (LOH> con respecto a los

grupos E y o (p<O.OS). Asimismo se detectaron en los tres

alteraciones en aquellas pruebas que constituyen parámetros
propios de la enfermedad como la hipopepeinogensia y la
hipergastrinemia. Es de interés reseñar que cinco pacientes del

grupo E que presentaban cifras de hierro y transferrina

normales tenían una ferritina disminuida denotando una

ferropenia coexistente.

Las concentraciones séricas de inniunoglobulina G, A

y ¡4 fueron normales en los tresgrupos, sin existir diferencias

significativas. Sin embargo se obietivó: disminución de la IgG

en dos pacientes del grupo A; de la IgA en otros dos <uno del

grupo A y otro del grupo E); y de la Iqil en cuatro enfermos

<dos del grupo A, uno del E y otro del O).

O) PRESENCIA DE AIJTOIU4TICUERPOS

Los anticuerpos anticélulas parietales gástricas

fueron positivos en 25 de 36 determinaciones séricas realizadas

<69,4*>. Los casos negativos fueron dos del grupo A, cinco del

5, y cuatro del C. En global el 75% de los pacientes con anemia

perniciosa tenían ACm, así cono el 55% de los enfermos con

gastritis cr6nica autoinmune sin anemia perniciosa.

Se realizaron 13 determinaciones de anticuerpos
antitiroideos siendo positivos en nueve casos (69,2%), frente
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a la fracción s,icrosoiwal y en dos también a tiroglobulina. De
23 detecciones do anticuerpos antinucleares cinco fueron

positivos <21,7%) a títulos bajos (Sl/4O~ y quince de

antimitocondriales y antimúsculo liso fueron negativas.

lUí — ESTUDIOS RAbIOLOGIOOS’ ttWOSCOPIcOB Y mropsicop

se realizaron 25 estudios con ,bario del tracto

digestivo superior siendo nuevo de ellos norraales. En los 16
restantesseobservódisminuciónde plieguesen 8/16 compatible
con gastritis atrófica y hernia de hiato en 9/16. Se llevaron
a cabo veinticinco endoscopias,siendo seis normales. De los
19 restanteS SC observó disminución de pliegues y palidez
mucosaen 11/19, horda de hiato 7/19 y pólipos en cuerpo 3/19.

De los estudios biópsioos diferentes de cuerpo y

antro gástricos, 21 presentaron gastritis crónica atrófica

corporal difusa, con extensión antral en once. Dos biopsias no
fueron valorables.

En quince pacientes afectos de anemia perniciosa y

antes de haber empezado tratamiento con vitamina 512 se realizó

biopsia de médula ósea observAndo rasgos megaloblásticos en

todas ollas.

IV. — OTflB PRUESPLS COM?LEMENTARIAS

En todos los pacientes se realizó el test de
Schilling que fue normal en los que presentaron una gastritis

crónica sin anemia perniciosa. Los enfermos con anemia

perniciosa presentaronun defectodo absorciónde 512 corregido
con factor intrínseco.
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Tabla III.- Estudio fenotipico de las CMSP de una muestra

Los resultados
porcontalos de
correspondion te

de pacIentes con anémía perniciosa
hematológloamento resuelta y de controles

expresan la media y desviación estender do los
células marcadas con el anticuerpo nionoclonaL
respecto al total do la muestra celular estudiada.

FENOTiPO PACIENTES CONTROLES VALOR DE u
Linfocitos T
(0034> 604 (7,3) 69 (96) >0,05

Linfocitos B
(00204> 22 (3.2> 16,6 (5.1) > 005

Monocitos
<0014+) 21,6 (10.9> 19 (6,9) 0.05

Células NK
<CDI 6+) lO.? (82) 14 (82) > 0,05

CMSP: Células mononucleares de sangre periférica
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Posteriormente se realizó un estudio de las

diferentes subpoblaciones presentes en preparaciones de

linfocitos T purificados <Tabla IV> Al igual que en las cHsp

no se observaron diferencias significativas entre los

porcentajes de células marcadas con los monoclonales anti—002,

003, 0134, COS de ambos grupos. El cociente Cr34/ODS fue similar

al de controles.

2,— Renuesta eroliferativa de OMSP y linfocitos T niarificados

de naoiente. con anemia merniciosa bematoléaicamente resuelta

y controles tras estimulo mitocénico

Se estudiaron dos poblaciones celulares diferentes.

Por un lado, la CMSP en que la proporción media de linfocitos

‘E fue aproximadamente del 60% (determinada mediante el estudio

de la expresión del antígeno de membrana 003) y por otro,

linfocitos ‘E purificados con una pureza de alrededor del 90%.

a> Resmuesta blastocénica de OMS? y linfocitos ‘E. basamento

y tras adición .1 medio de fitohemaclutinina

.

La respuesta proliferativa basal <células en

presencia exclusiva de medio de cultivo> tanto de CMSPcono de

linfocitos ‘E purificados fue similar y escasa en los pacientes

y controles, Sin embargo, tras estimulo mitogénico por

fitohenaglutinina, la síntesis de DNA de CMSP y linfocitos T

purificados tras cinco días de cultivo fue significativamente

menor en los pacientes que en los controles (Figura 5, Tabla

y).

Se consideró la posibilidad de que la

hipoproliferación observada en los pacientes con anemia

perniciosa hematolégicamente resuelta a los cinco días de
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cultivo fuese debida a una alteración en la cinética de la

respuesta, entendiendo como tal, un adelanto o atraso del pico
máximo de síntesis de DNA tras estimulo con PilA. En este

sentido, se determiné la respuesta proliferativa a dicho

nitógeno tras 3, 5 y 7 días de cultivo. Como se puede comprobar

en la Figura 6, tanto en pacientes como en controles los

niveles más elevados de blastoqénesis se observaron al quinto

día de cultivo. La respuesta proliferativa de las CMSP y
linfocitos ‘E de los pacientes fue significativamente inferior

en el tercer y quinto día de cultivo con respecto a los

controles, igualándose en el séptimo.

Atendiendo a la respuesta inducida por

fitohelnaglutinina en el quinto día de cultivo proliferativo los

pacientes se clasificaron en dos subgrupos segan que ésta

hubiese sido normal <considerando como tal a aquella que

estuviese incluida dento de la desviación estandar establecida

por la población control, o disminuida <por debajo del referido
rango de normalidad). En este sentido siete pacientes se

encontraron en el subgrupo de normorrespondedores o

normoproliferantes y 14 en el de hiporrespondedores o

hipoproliferantes.

Dado que en los experimentos previamente comentados

los cultivos celulares fueron llevados a cabo en presencia de

suero bovino fetal estudiamos la posibilidad de que cultivados

con sus respectivos sueros autálogos, la hiporrespuesta

observada se modificase. La respuesta blastogénica conseguida

con la suplementación de este suero fue superior a la observada
con el suero bovino fetal y el pico de máxima proliferación se

adelanté al tercer día. La síntesis de DNA de CMSPy linfocitos

‘E purificados cultivados con sus sueros autólogos, tras
estimulo con fitohemaglutinina, al tercer día de cultivo, fue

significativamente inferior en los pacientes con respecto a la

de los controles (Figura 7>.



loo

TABLA IV.- Estudio fenatípico de los
purificados de pacientes
pernIcIosa heniatológicamente
controles

linfocitos T
con anemia

resuelta y de

Los resultados expresan la media y desviación estandar de los
porcentajes de células marcadas con el anticuerpo monoclonal

FENOTIPO ANEMIA PERNICIOSA CONTROLES VALORES DE P
RESUELTA

002+ 87,5 <6,7> 90,8 (4,5> > 0,05

003+ 72,0 (13,0> 77,8 <14,5) > 0,05

004-+ 42,5 (11,2) 47,7 (14,1> > 0,05

008+ 32,7 (12,6) 30,0 (10,7) > 0,05

004/008 1,49 (0,6> 1,80 (1,0> , 0,05

correspondiente respecto al total de la muestra celular estudiada.
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FIGURA 5.-
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TABLA V.- Respuesta proliferativa de las CMSP y
linfocitos T de sangre periferica de paclenles
con anemia perniciosa heniatológicamente
resuelta y de controles, basalmente y tras el
estimulo proporcionado por diversos mitágenos

MtTOGENO PACIENTE CONTROLES VALOR DE P

BASAL 482 <368> 564 (688> NS.

PHA 59.372 (33.774) 92.765 (23.134> < 0,05

AntI-cDS 24.716 (16.031) 33.288 (13.178> NS.

LINPOCiTOST

BASAL 489 ($42> 371 (439> NS.

PI4A 69.012 (40.501) 122.227 (43.165> < 0,05

PMA 35.135 (10.852) 40.107 <13.296) NS,

Resultados expresados como media (desviación ostandar> en cpm.
ABREVIATURAS empleadas: PHA: Iitohemagluuinlna; Antl~CD3: anlicuorpo monoclonai
anli•CD2: PMA: forbol.rnlrlsíalo.acetato ( estar del lorbol >. NS.: no significativo
(p>0,0S>
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Cinética de la respuesta proliferativa de CMSP
y linfocitos T purificados tras estímulo 0011
fítohemaglutíllina, en pacientes con anemia
perniciosa hematológiCamente resuelta y
controles.

CPM 180006

‘e 60000

140060

120060

100000

80000

60060

40006

20000

o

FIGURA 6.-

3 DíAS 5 OlAS 7 DIAS 3 DíAS 5 DíAS 7 OlAS
cM$F LINFOCITOST
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FIGURA 7.- Respuesta proliferativa en presencia de suero
bovino fetal o suero autálogo de CMSP y
linfocitos T purificados tras estimulo con
fitohepiagiutinina en pacientes con anemia
perniciosa hematoidgicamente resuelta y
controles, al tercer día de cultivo.
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b) nespuestaoroliferativ& de las OMS? de nacientescon anemia
nerniotosa hematolóQiOaSCrItC resuelta a los mitócenos ove

interaceicflftfl peletttv&»iOiite con el comnísio COSITA

.

Teniendo en cuenta la alteración previamente

demostrada de la síntesis de DNA por los CMSPtras estímulo con
fitohemaglutinina de los pacientes con anemia perniciosa

~
61satOlógiCamOflte resuelta, se investigó su respuesta

proliferativa a la estimulación con el loMo anti—C133, el cual
reconoce selectivamente el antígeno 003, que está integrado en

el complejo Tí/COS y se halla implicado en la transducción de

la señal de activación producida por la unión antígeno-Ti.

La síntesis de DNA inducida por anti—CD3 fue similar

en el grupo total de pacientes y en los controles (Tabla V).

ProfundizandO en el estudio investigamos por separado la

respuestablastogénica inducida por anti-CD3 de los enfermos
normoprolI~fCrante5e hipoprolifetalltes a la estimulación con

fitohemaglutinina. Como se aprecia en la Figura 8, la síntesis
de DNA en presencia de anti-CD3 fue significativamente menor

en el grupo de los hipoproliferantes con respecto a la

observada en los normoproliferantes y en los sujetos controles

sanos no apreciándose diferencias entre las de estos dos

últimos grupos.
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Hl PO P. NOR MO?. CONTROL

Respuesta proilferatíva de CMSP frente a anil-
003 en función de los grupos formados según
[a respuesta a fltohemaglutinína (hipo y
normoproliferativos> de pacientes con anemia
perniciosa hematológicamente resuelta y
controles.
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e) mespuestaDroliferatiVa de les linfocitos ~ de pacientescon
anemia perniciosa hematolócicamenteresuelta a mit6cemos que
actual’ pobre nroteincinai& O ¿PROl

La hipoproliferación de los linfocitos ~ observada

en un grupo de pacientes tras estimulo mitógeno con PSA y

anti—cD3 pudiera ser explicada por un detecto en la unión de
estas itioleculas a sus receptoresy/o a una alteración en la
transdución de su seflal. como comentamos previamente la

respuesta a los distintos ligandos de estructuras de superficie

es transmitida al interior de la cólula mediante la activación

de segundos nensaj oros, entre las que se incluye con una

función esencial a la proteincinasa C.

El estimulo de esta vía metabólica mediante la

adición al medio de cultivo de forbol~Dlitti5tatoaOetatO (PSA)

produjo una respuestablastogéflica similar en los linfocitos
‘E de pacientes y en los de controles (Tabla V9. Esta respuesta

proliferativa fue así nisno similar en los dos subgrupos
subdivididos en base a la síntesis de DNA en presencia de PSA

y en los individuos controles sanos (Figura 9)

3.— Estudio de la imvlieaeión de la interleucina 2 en la

activación del linfocito ‘E de pacientes con anemia perniciosa
henatolóaiopfllente resuelta y eontrolts

.

siguiendo el modelo de Larsson y cols,, dividiremos

el estudio de la activación de los linfocitos ‘E en tres fases:

1> Producción de IL—2. 2> Expresión del receptor para IL—2. 3)

Respuesta blastogénica tras la interacción de la IL—2 con su

receptor.

y
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Respuesta proliterativa de los linfocitos T
purificados frente a PMA (ester del forbol> en
función de ios grupos formados según la
respuesta a fitohemaglutinIn~ (hIpo y
normoproliferatívos> de pacIentes con anemia
pernIciosa hematológícamente resuelta y
controles.
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a) Producciónde sobrenadantescon aetividpp IL—2

En condicionesbasalesno se demostróactividad IL—2

en los sobrenadantes da los cultivos de 24 y 72 horas de los

linfocitos T de pacientes y controles.

C’e~ando estos linfocitos ‘E se estimularon con
fitoheTsaglutinina, se detecté fuerte actividad TL-2 en los

sobrenadantes con niveles similares en pacientes y controles

(p>O.Ofi) <Figura 10>. Distribuidos los paci~ntes en función de

la respuesta blastogénica de los linfocitos ‘E a la

fitohetaglutinina (hipoproliferantes y nornoproliferantes) no

se detectaron diferencias significativas en la producción de

11—2 ambos grupos ni con respecto a los controles (Tabla VI>.

Tanto en pacientes como en sujetos sanos la actividad IL-2
presenteen el medio de cultivo fue mayor en los sobrenadantos
de 24 horas que en los del torcer día.

b) E~wresi6n de moléculas de activación

.

Determinamos a continuación la expresión del receptor

para IL—2, junto con la de otras moléculas de superficie,

ausentes en fase quiescente y cuya aparición en la menbrana

citoplasmática del linfocito ‘E se relaciona con fases

posteriores del ciclo celular. Con dicho objetivo se analizó

secuencialmente en los linfocitos ‘E de 5 pacientes y E

controles, basaltaente y a las 24 y 72 horas tras estimulo con

PilA, la expresión de dichas moléculas, mediante el empleo de

una serie de ACHO que permiten su reconocimiento, Entre lcr

pacientes estudiados, tres pertenecían al grupo
hipoproliferante y tres al normoproliferante previamente

descrito.
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FIGURA 10,- CuantifIcacIón de la actividad interleuclna 2
en los sobrenadantes de cultivos de lInfocItos
T purificados, prevIamente estimulados con
fitohemaglutinína a 24 y 72 horas, de
pacientes con anemia pernIciosa
hematológicamente resuelta y controles.

24 HORAS 72 HORAS



Actividad interleucina 2 detectada en los
sobrenadantes de cultivos de linfocitos T,
estimulados con fltohemaglutínina, de
pacientes con anemIa perniciosa resuelta
distribuidos en función de la respuesta
blastogénica a PI-lA y controles.

DILUCION DEL
SOBRENADANTE

PACIENTES CONTROLES

¶EflE ~

25% 12413(2805> 16632(4122> 15869 (3125>

241-lORAS 12% 8432(2315> 12514(3992) 11278 (4032>

6% 5015(1419) SOl5(2863> 7462 (3015>

25% 67¶9(2901) 12112(3416) 10259 (3903>

TZHORAS12% 5691(1907) 9016(2911) 7598 (2649>

6% 3666(1012) 7121<2018) 8817 (2111>

Resultados expresados como medía (desvIación eslandar>
HIPOP: hlpoprollferalívos
NORMOP: normoprolirorellvos

en cpm.

TABLA VI.-

111
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Los receptores de activación estudiados fueron:

receptor para la IL—2 <cuya cadena pSS es reconocida por el

IcHo antiTíC), moléculas de clase II del SPH <reconocidas por
antiDfl) y receptor para la transferrina (reconocida por el

antiT9).

La densidad celular y la cinética de expresión de las

distintas moléculas reconocidas por los citados AcMo en los

linfocitos T de los pacientes no diferían en los controles

sanos, y en los enfermos independientemente da que estuvieran

encuadrados en los grupos “hipo” o “nornoproAiferantes” (Tabla
VII).

9) Resnuestablastocéflica del linfocito T cm mresencia de IL—2

recombinante

Se cuantificó la proliferación obtenida tras la

adición de IL—2r a los cultivos de linfocitos T no estimulados

con mitógenos, con el fin de analizar nediante un examen

funcional la hipótesis de que la cadena plS del receptor para

la IL—2 (se habla descartado mediante estudio fenotípico la

expresión de la cadena pSS) estuviera expresada en los

linfocitos T en reposo de los pacientes con anemia perniciosa

homatológicamente resuelta y que la interacción IL—2r/p75 fuera

funcionalmente activa, en cuyo caso se detectaría una respuesta

blastogénica superior a la de los individuos controles tras la

citada suplementación. Para ello se analizó la proliferación
obtenida tras la adición de IL-2 reconbinante en dosis

saturantes (10 y 100 u/mí) a los cultivos de linfocitos T no

estimulados con mitógenos.
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Paralelamente investigamos el efecto de la

incorporaciónde IL-2 recombinantea cultivos de linfocitos ‘E

purificados estimulados con fitohemaglutiflina. El objeto de
esta fase de nuestra investigación fue analizar si el aporte

eKógeno en dosis saturantes normalizaba o no la respuesta

proliferativa de los linfocitos T de los pacientes.

Basalmente, la adición de IL—2r produjo un ligero

aumento dosis—dependiente de la respuestablastogénicade los
linfocitos 1, tanto en enfermos cono en controles, no

apreciándose diferencias significativas entre anbos grupos

(Figura 11)

En presencia de fitohemaglutinina cuando se

suplezaentó el medio de cultivo de los linfocitos <1’ de los

pacientescon IL—2 a concentracionessaturantesno revirtió la
alteración ni incrementó significativamente su respuesta
mitogénica frente a lectinas. En los controles tampoco se

observó una tendencia al incremento de la respuesta <Figura

lx)

4.— Estudio funcional de la noblacidn linfoide E de nacientes

con angula vermiciosa bematolópioamer,te resuelta y controles

.

De forma paralela al estudio de la población linfoide

‘E se investigó el estado funcional de los linfocitos 8 de

sangre periférica de pacientes con anemia perniciosa

hematológicamente resuelta y de controles, Para ello valoranos

la respuesta proliferativa de los linfocitos a purificados,

basalmente y tras estimulo mitogénico.

La síntesis de DNA por los linfocitos a mantenidos
en cultivo durante cinco días en ausencia de estimulo

blastogénico fue similar en el grupo de pacientes y en el de

controles <Figura 12).
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FIGURA 11.- Efecto de la adición de IL-2r sobre la
respuesta prolíferativa de los linfocItos T
purificados, de forma aislada o conjuntamente
con PHA, de pacientes con anemia perniciosa
hematológícamente resuelta y controlas.
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FIGURA 12.~ Respuesta blastogénica de los linfocitos B,
basalmente y tras diversos estímulos
mítogónicos, de pacientes con anemIa
perniciosa hematológicamente resuelta y
controles.
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A continuación se estudió la respuestaproliferativa

de los linfocitos B de pacientes y controles incubados

previamente durante 36 horas con SAO, el cual origina la

activación y proliferación de los linfocitos 8 mediante su

unión a las Ige de superficie y su entrecruzamiento. En estas
condiciones, la síntesis de DNA tanto en enfermos como en

contrOles fue con SAO superior a la observada en ausencia de

este estímulO. Sin embargo no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos de sujetos (Figura 12).

Los linfocitos B, activados por antígeno o ligandos

de las Igs de superficie, expresan en su membrana

citoplasmática receptores para una serie de linfocinas

producidas por los linfocitos ‘E estimulados. La interacción de

estas moléculfiscon sus receptores en los linfocitos 8 induce

la proliferación y/o diferenciación de los mismos. Estas

citocinas se agrupan genéricamente como actividad ECGF y

actividad BOD? según promuevan la proliferación o

diferenciación del linfocito 8.

Los factores con actividad BCGF actúan sobre los

linfocitos B que expresan receptores para los mismos induciendo

su avance en el ciclo celular. Basados en este concepto,

investigamos el efecto proliferativO de la adición de diversas

linfociflas con actividad BOcE 01—2 recombinante o sobrenadante

BOCE estandar) sobre blastos E de sangre periférica obtenidos

tras incubación previa con SAC como previamente se ha

comentado. En estas diferentes condiciones experimentales, los

linfocitos 8 de los pacientes con anemia perniciosa

hematológicalflente resuelta presentaron una blastogenesis

similar a la de los individuos controles (Figura 12).

It

y
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5.— Estudio de la actividad >1K de sacientes gen anemia

merniciosa hematclóaicament• resuelta y eentroles

Conjuntamenteal estudio de la población linfoide ‘E

y B realizamos un análisis de la actividad NS de las células

mononucleares de sangre periférica de pacientes y controles

frente a la línea celular K—562 (NS—sensible)-

No observamos diferencias significativas en la

actividad HE, expresada en porcentaje de lisis específica,
desarrollada por pacientes y controles en las diversas

diluciones utilizadas (Figura 13).

E.— ESTUDIO EXPflTXENTAL DE PACIENTES CON “flEMí>. PERNICTOSA”

.

A continuación estudiamos un grupo de 11 pacientes
con anemia perniciosa no tratada con vitamina 812, que

presentaban en el momento de realizar el estudio

manifestaciones hematolóqicas diversas (macrocitosis, anemia,

pancitopenia). A este grupo le hemos denominado “anemia

perniciosa”.

Se realizó un estudio secuencial similar al seguido

con los pacientes de anemia perniciosa resuelta pero

enfocindonos en los linfocitos T purificados, linfocitos 8 y

células NR.
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FIGURA 13.- Actividad NK de las CMSP frente a K-562 de
pacientes con anemia perniciosa
hematOlógicfinleflte resuelta y controles.
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— ustudia fenotfticO de los linfocites ‘E turificados del

grumo de nacientes ecu anemia perniciosa y controles

No observamos diferencias significativas en los
porcentajes de células marcadas con los anticuerpos

monoclonales anti—CD2, 003, 004, 008 y CDlG. Así mismo el
cociente 0134 /CDO fue similar al de individuos controles <Tabla

VIII).

Al comparar estos resultados pon el grupo de
pacientes “anemia perniciosa bematológicaraente resuelta”

tampocose observarondiferencias significativas <Tabla VIII)

2.— Respuestaoroliferativa de CMB? y linfocitos ‘E turificados
de yaciente. epa anemia nermiciosa y controles tras estudio

pitopémico

a) Resflufista blastocémica de linfocitos T. basalmenté y tras

adición al medio de fitohemaglutinima

La proliferación basal de los linfocitos T

purificados tras cinco días en medio de cultivo fue similar y

mínima en pacientes con anemia perniciosa y controles, Sin

embargo, tras estimulo mitogénico con fitohenaglutinina, se

deteotó una marcada respuesta blastogénica al quinto día de

cultivo que fue significativamente menor en los pacientes que

en los controles (Figura 14, Tabla IX). No obstante, al

comparar el grupo de pacientes de “anemia perniciosa” frente

a]. de ~ perniciosa hematológicamenteresuelta” no se
observarondiferencias significativas en la síntesis de DNA de

sus linfocitos ‘E en estas condiciones experimentales-
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TABLA VIII.- Estudio fenotfpíco de los linfocitos T
purificados de pacientes con anemia
perniciosa, anemia perniciosa
hematolégtcamente resuelta y de controles

LOS resultados expresan la media en porcentaje <desviacIón estandar> de células
marcadas con el antIcuerpo monoclonal corrospondlonte respecto al total de la muestra
celular estudIada.
p > 0,05 en las oomparacíones realizadas entre grupos

FENOTIPO ANEMIA ANEMIA PERNICIOSA CONTROI.ES
PERNICIOSA RESUELTA

002+ 89,4 (5,5> 86,5<10,7> 90,8 (4,6>

003+ 74,8 (6,9) 72,0 <13.0> 77,8 <14,5>

cD4. 46,7 <10,5) 43,5 (11,2) 47,7 (14,1>

cD8+ 27,0 (10,4) 32,7 <12,6) 30,0 <10,7)

004/0138 2.0 (0,9) 1,49 (0,8> 1,80 (1,0>

0D16 14,2 <8,3) 16,7 <8,2) 14,0 (8,2)
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A. PERNICIOSA KP.H.RESUELTA CONTROLES

Respuesta proliferativa al quinto día de
cultivo de los linfocitos T purificados tras
estimulo con PHA de pacientes con anemIa
perniciosa, anemia perniciosa
hematológicamente resuelta y controles.
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Respuesta
linfocitos
pacientes
perniciosa
controles,
diversos

proliferativa de
T de sangre

con anemIa pern
hematológicamente
basalmente y tras

mitógenos.

las CMSP y
periférica de

iclosa, anemIa
resuelta y de
la adición de

Resultados expresados como medía <desvIación estandar) en cpm.
ABREVIATURAS empleadas: PHA: Iítohemagíutlnína; Antí-COS: anticuerpo morioclonal
antí-COS: PMA: !orbot-mirístato-acotato < ester del (orto> ).

p < 0,05 con respecto a los controles

TABLA IX.-

MITOGENO ANEMIA ANEMIA PERNICIOSA CONTROLES
PERNICIOSA RESUELTA

BASAL 460 (433) 469 (542) 371 (439)

‘HA 66.752 (26657y 89.072 <23.134)’ 122.227 (43.165)

Ant¡-003 21.921 (9.356) 24.716 (16.031) 33.268 (13.178>

PMA 37.499 (11.137) 35.135 (10.852) 40.107 (13.396)
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Según los criterios previamente expuestos en relación

con la respuesta inducida por fitohemaglutinina en los

linfocitos T, ocho pacientes pertenecían al subgrupo de

hipoproliferantes y tres al de normoproliferantes.

En cuanto a la cindtica de la respuesta blastogénica
tras la estimulación con PSA observamos que la proliferación

isáxima se obtuvo al quinto día de cultivo tanto en pacientes
como en controles <Figura 15) . La respuesta proliferativa de

los linfocitos T de los pacientes fue significativamente

inferior que la de los controles en el quinto día de cultivo

siendo similar en el tercero y séptimo. El estudio de cinética
de respuesta proliferativa de los linfocitos r del grupo de

pacientes con “anemia per~iciosa~’ fue similar al del grupo de

“anemia perniciosa hematológicamenteresuelta” en cada uno de

los diferentes tiempos analizados <Figura 15)

b> Respuesta proliferativa de OHSP a los mitócemos clac
interaccionan selectivamente con el complejo CM ITA

.

La respuestaproliferativa inducida por anti—CD3 fue

similar en pacientes con anemia perniciosa y controles (Tabla

Ix). sin embargo, la síntesis de DNA tras oste estimulo fue

significativamente menor en el subqrupo de hipoproliferantes

que en la población control (Figura 16>. No se observaron

diferencias significativas al comparar el subgrupo de
hipoproliferantes de pacientes de “anemia perniciosa” con el

dc pacientes de “anemia perniciosa hematológicamente resuelta”.
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linfocitos T purificados tras estímulo con
PHA, de pacientes con anemia perniciosa
anemia perniciosa hematolágicamente resueita
y controles
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Respuesta prolíferativa de CMSP frente a antí-
003 referIda a los subgrupos
hipoproliferativos de pacientes con anemia
perniciosa, anemia perniciosa
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o> gesnuesta proliferativa de los liafocitos ‘E a sitásemos gua

actuan sobre nroteincinasa O <PMO

>

La utilización de forbol-’miristato—acetato produjo

una respuesta proliferativa similar en los linfocitos ‘2 de

pacientes con anemia perniciosa y controles (‘tabla IX>. Esta

respuesta proliferativa fue asimismo similar al comparar la del

subgrupo de hipoproliferantes respecto a controles y frente al

grupo de pacientes de anemia perniciosa hematológicamente

resuelta (Figura 17).

a.— metudio de la implicacióm de la interleucina 2 cm la
activación del linfocito ~‘ de pacientes con anemia perniciosa

a> produeción de sebremadantes col’ actividad IL—2

En condicionesbasalesno se demostró actividad IL—2

en los sobrenadantesde los cultivos de 24 y 72 horas de los
linfocitos ‘2 de pacientes con anemia perniciosa y controles.

Cuando estos linfocitos T fueron estimulados con

fitohenaglutinina, la actividad IL—2 detectada en los

sobrenadatites de los pacientes se elevó notablemente, siendo

similar a la cuantificada en los controles y en pacientes con

anemia perniciosa henatológioatflente resuelta (Figura 18)

Asimismo la distribución de los pacientes en función de la
respuesta blastogénica a fitoheroaglutillina (hipoproliferantes

y nornoproliferantes> no deteotó diferencias significativas

entre estos grupos ni con respecto al grupo control ni al de

pacientes con anemiaperniciosa hematológicametiteresuelta.
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FIGURA 17.- Respuesta proliferativa de los linfocitos T
purificados frente a PMA de pacientes con
anemia perniciosa, anemia perniciosa
hematolágí cemente resuelta y controles.
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FIGURA 18.-

72 horas

Cuantificación de la actividad interletjcina 2
en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos
T purificados, previamente estimulados con
PHA a 24 y 72 horas, de pacientes con anemia
perniciosa, anemia perniciosa hematolágí-
camente resuelta y controles.
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b> Enresién de soliculas de activaoión

Se analizó secuencialwoente la activación de los

linfocitos 1’ de cuatro pacientes con anemia perniciosa <dos

hipoproliferantes y dos nornoproliferantes) y cuatro controles,
basalmente y a Las 24 y 72 horas tras estimulo con

fitohemaglutinina, cuantificando la expresión del receptor para

IL—2, de moléculas de clase II del SP!! y del receptor para la
transferrina.

La densidad celular de las distintas moléculas
reconocidas por los AcHe y el tiempo de aparición de los mismos

en los linfocitos ‘2 de los pacientes no diferían de los

detectados en los linfocitos T de los pacientes con anemia

perniciosa henatológicamente resuelta y de controles sanos,

independientemente de que estuvieran encuadrados en los grupos

“hipo” o ‘tnormoproliferantes’~ <Tabla X)

e) flespuesta blastocémica del linfocito ‘E en presencia de IL—2

recombinante

.

La adición de IL’-2r produjo una respuesta

blastogénica similar de los linfocitos ‘2 de pacientes con

anemia perniciosa -y controles. Asimismo no se apreciaron

diferencias significativas entre el grupo de pacientes de
anemia perniciosa con respecto al de anemia perniciosa

hematológicamente resuelta <Figura 19),

En presencia de fitohemaglutinina cuando se
suplementó el medio de cultivo con IL—2 a concentraciones

saturantes no revirtió la alteración ni incremento

significativamente la respuesta mitógena frente a lectinas

presente en los pacientes (Figura 19>
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o

FIGURA 19.- Efecto de la adición de IL-2r sobre la
respuesta prollferatlya de los linfocitos T
purificados si quinto día de cultivo tras
estímulo con FHA de pacientes con anemia
perniciosa, anemia perniciosa
hematológicamente resuelta y controles.
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4.— Estudio funcional de la poblaeióm linfoide E de pacientes

con anemia nerniciosa y controles

.

La síntesis de DNA por los linfocitos B en ausencia
do estimulo blastogénico fue similar en el grupo de pacientes

con anemia perniciosa con respecto a los controles (Figura 20>.

La respuestaproliferativa de los linfocitos 3 de
pacientes con anemiaperniciosay controles tras incubacióncon
SAC y adición de IL—2 recombinantey sobrenadanteestandarfue
asimismo similar. No existieron diferencias significativas en

las respuestas blastogénicas dc los linfocitos E de pacientes

con anemia perniciosa y anemia perniciosa henatológicMt¶ente

resuelta (Figura 20).

S.— Estudio de la actividad NI de pacientes con anemia

perniciosa y controles

La actividad HE de los pacientes con anenia
perniciosa fue significativamente inferior con respecto al

grupo de pacientes de anemia perniciosa hematológica1I~CntC
resuelta y controles (Figura 21>
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FIGURA 20.- Respuesta blastogénica de los lInfocItos B,
basalmente y tras diversos estímulos
mítogénícos, de pacientes con anemia
perniciosa, anemIa perniciosa
hernatológícamente resuelta y controles.
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1211

Actividad NK de las CMSP frente a K462 de
pacientes con anemia pernIciosa, anemia
perniciosa hematofógIcamente resuelta y
controles.

p 0.05 con respecto a los pacIentes con anemia pemiclosa
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O) ESTUDIO EXPERIMENTAL DE BEGUIMIENTO DE UNA MUESTRA DE

PACIENTES CON AREMIA PERNICIOSA NO TRATADA Y EN TRATAMIENTO CON

UXMP B12 DURANTE DOS Y SEIS MESES

.

Conjuntamente, realizamos un estudio de seguimiento

de cinco pacientes en los que se realizó el estudio en tres

situaciones:

1.— Fase de anemia perniciosa con alteraciones
henatológicas, no tratada con vitanina BU.

2.— Anemia perniciosa resuelta, en tratamiento con

vitamina 812 durante dos meses,

3,— Anemia perniciosa resuelta, en tratamiento con

vitamina BU durante seis meses.

En estos cinco pacientes estudiamos el fenotipo de

linfocitos T purificados, la respuesta blastogénica de

linfocitos T frente a fitohemaglutinina e interleucina 2 y la

actividad MX.

1.— Estudio fenotinico de los linfocitos ‘2 Durificados

.

No observamosdiferencias entre las tres situaciones
en cuanto al porcentaje de células marcadas por el AcMo

anti—0D2. Sin embargo, el porcentaje de linfocitos reconocidos
por el AcMo antí—ena fue menor en los pacientes que llevaban

6 meses de tratamiento. En este mismo grupo se observó un

aumento de la población 002+ 0133— <HM) . Los porcentajes de

células marcadas con los anticuerpos nonoclonales anti—CD2B,

anti—cD4 y cts, así como el cociente 0134/0138 fue similar en las

tres situaciones estudiadas (Tabla xi>.
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TABLA xi.- Estudio fenotípico de los
purIfIcados de pacientes
perniciosa no tratada y
vitamina 612
controles.

durante dos

lInfocitos T
con anemia

en tratamiento con
y seis meses y de

Los resultados expresan la medía en porcentaje <desviación esiandar> de células
marcadas con et antIcuerpo monoclonal correspondiente respecto at total de la muestra
celular estudiada.
p ~ 0,06 con respeclo a los otros tres grupos

FENOTIPO A.P. No tratada AP. 612 A>. 912 CONTROLES
2 MESES 6 MESES

0132+ 88,6 ~ 85,0 (4,6) 83~0 (8,8> 89,6 <2,0>

0D3+ 75,4 (5,0> 75,0 <7,2> 64,0 <¶0,6>’ 78,4 <3,11

0132+003- 12,4 (9,7) 10,0 <4,3> 19,0 (7,21’ ¶1,2 <2.2)

004+ 39.2 <3,8) 80,8 (133> 44,2 <10.2> 42,2 «8,8)

008+ 28,8 <12,4> 30,4 (14,3> 22,4 <5,7) 39,2 <6.6>

004/0DB 1.7 <1,0> 2,4 <2,31 2.0 (0,6> 1,2 <04)

01325 3,2 <5,2) 2,6 (1,0> 2,5 (2,3) 3,1 (1,6>
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2.— Resmuestaproliferativa de los linfocitos T mirificados

tras estimulo pon fitohemaclutiliiila e IL—2

.

La respuesta proliferativa de los linfocitos T

purificados tras estimulo con fitohemaglutiflina fue inferior

en los enfermos con anemia perniciosa no tratada y tratada

durante seis meses, con respecto a los tratados durante dos

meses y controles <Figura 22> -

Cuando se suplementó el medio de cultivo con IL-2
exógena con concentraciones saturantes no se observaron

modificaciones significativas de la respuesta proliferativa de

los linfocitos ‘2 a la lectina que en ausencia de esta linfocina

<Figura 22>.

a.— Estudio de la actividad NI

.

La actividad NE desarrollada por las CMSP frente a

K—562 fue similar en las dos primeras situaciones, es decir

aquellos pacientes no tratados con vitanina 812 o tratados

durante dos neses. El porcentaje de lisis especifico fue menor

en estas dos situaciones con respecto a los tratados durante

seis meses y controles (Figura 23>.
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FIGURA 22,- Respuesta proliferatíva de lInfocItos T
purificados tras estimulo con PHA sólo o
asociado a iL-2r, de una muestra de pacientes
con anemia pernIciosa no tratada y en
tratamiento con vItamina 812 durante dos y
seis meses.

p < 0,05 con respecto a controles y pacIentes do anemIa pernicioso
tratados con vii. 812 durante dos meses.
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D) ilDZO EXPEflfltRNTAL DE PACIENTES CON “GAS’2RITIS CRONICA

A continuación quisimos comprobar si las alteraciones

observadas en el sistema inmune de los pacientes con anemia

perniciosa se observaban en enfermos con gastritis crónica

autoinmune sin déficit de vitamina B12. Para ello estudiamos
a nueve pacientes afectos de este proceso.

1.— Estudio fenotiflido de lgs linfocitos T purificado. de

pacientes cori mastritis crónica autoinsume y controles

.

No observamos diferencias significativas en los

porcentajes de células marcadas con los anticuerpos

monoclotiales anti—C02, CD4 y COS entre pacientes con gastritis

crónica autoinmuile y controles. Asimismo, el cociente 0134/Cea

fue similar. Sin embargo, el porcentaje de células marcadas por

cl AcMo antiCD3 fue significativamente inferior con respecto
a los controles y a los pacientes del grupo de anemia

perniciosa. Asimismo el porcentaje de células marcadaspor el

AcHo antí—CUlE fue significativamente superior al de controles
y pacientes del grupo de anemia perniciosa (Tabla XII).

2.— gesnuesta proliferativa de CMSP y linfocitos T purificados

de pacientes con gastritis crónica autoinmume y controles

.

a) Respuesta blastocéflica de linfocitos T. basaliiICfltC y tras

adición al medio de fitobemaolutinifla

.

La respuesta proliferativa basal de los linfocitos

‘2 purificados fue similar y mínima en pacientes con gastritis

crónica autoinnllirie y controles.
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TABLA XII,- Estudio fenotipico de los lInfocItos T
purifIcados de pacIentes con gastritis
crónica auloinmune, anemia perniciosa,
anemia perniciosa hemato iógicamente
resuelle y de controles

Los resultados expresan la media en porcentaje <desvIación estándar> do células
marcadas con el antIcuerpo monoclonal correspcndienle respecto al tolal de la muestra
cerular estudIada estudiada.
p c 0.05 con respeclo ales otros tres grupos

FENOTIPO GASTRITIS ANEMIA ANEMIA PERNICIOSA CONTROLES
CRONICA PERNICIOSA RESUELTA

A LITO IN MU NE

002.- 86.7<5,3> 89,4 (~.5> 87.5(6,7) 90,8 (4,5>

003+ 62,S<I2,7>’ 74,8 (LS> 72,0 <13,0> 77,8 <14,5>

0138+ 34,5(11,7> 27,0 <10,4> 32,7 <12,6> 30,0 (10,7)

0134/0138 1,27(0,31) 2,0 (0,9) 1,49 <0,6> 1,80 <tO>

01316 22,5<9,9>’ 14,2 <8.3) 18,7 <8,2) 14,0 <8,2>
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La respuesta blastogénica tras adición de

fitohenaglutinina fue significativamente inferior con respecto
a los controles pero no frente a los pacientes de anemia

perniciOsa, según la respuesta inducida por fitohemaglutinina,
tres pacientes pertenecían al subgrupo de nornoproliferantes

y seis al de hipoproliferantes <Figura 24, Tabla XIII>. El pico

máximo de proliferación se obtuvo al quinto día de cultivo, de

forma similar a lo observado en los grupos de anemia perniciosa

<Figura 25)

b) nespuesta oroliferatiVa de las OMM’ a los mitócsntspi

interacCiOnan selectivamente con el complelO 0D31’Di

.

La respuesta proliferatica inducida por antí—Ofla fue

similar en pacientes con gastritis crónica autoinmune y

controles, así como frente a los pacientes de anemia

perniciosa. Sin embargo, la respuesta blastogénica fue

significativamente menor en el subgrupO de hipoproliferantes

que en la población control poro similar a los subgrupos de

pacientes hipoproliferantes afectos de anemia perniciosa

<Figura 26, Tabla XIII)

o> Respuesta proliferativa de los linfocitos T a mitócenOs que

actuan sobre proteincinasa O

.

La respuesta proliferativa de los linfocito! T

purificados con gastritis crónica autoinmune tras adición de

PRA fue similar en pacientes y controles, tanto como grupo o

al subdividirlos segun su respuesta a fitohemaglutinina.

Asimismo no se observaron diferencias cbn respecto a los grupos

de anemia perniciosa <Figura 27, Tabla XIX!>.



AP. A,PM.R. CONTROLES

FIGURA 24.- Respuesta proliferativa cíe tos linfocitos T
purificados al quinto día de cultivo tras
estímulo con PI-lA de pacientes con gastritis
crónica autolnmune, anemia perniciosa,
anemia perniciosa hematológicamente resuelta
y controles.
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TABLA xiii.- Respuesta proliferativa de las CMSP y
linfocitos T de sangre periférica de
pacientes con gastritis crónica autoinniune,
anemia perniciosa, anemia perniciosa
hematológicamente resuelta y de controles.
basaimente y tras la adición de diversos
m ¡té genos.

METOGÉNO

sAS~

PHA

Antl.CDS

PMA

GASTRITIS ANEMIA ANEMIA PERNICIOSA CONTROLES
CRONICA PERNiCIOSA RESUELTA

ALITOiNM uNE

312<221> 480 (423> 489 <542> 371 <~3~)

69.727<44288)’68.752 <26657y69.072<23134Y 122.227 <43165>

21.797<11 621) 21.921 <9.356) 24.716 (16.031> 33.288 (13178>

30.121<12433) 37.499 <11137> 35.135 <10852> 40.107 <13396>

Resultados expresados como medIa (desviación estandar) en cpm.
ABREVIATuRAS empleadas: PHA: fltohemagtutlflífla; AntI-CDS anticuerpo monoclonal
antí•CDS: ¡‘MA: Iorbol.mlr¡sIflt0-SCCtatO < estor del lorbol ).

- p< 0.06 con respecto a los controles

¡4
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AP. A.P.H.R. CONtROLES

FIGURA 26.— Respuesta proilferatíva de CMSP frente a antí-
0D3 referida a los subgrupos
hípoproliferativos de pacientes con gastritis
crónica autainmune, anemia perniciosa,
anemia perniciosa hematoIáglcameflte resuelta
y controles.
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FIGURA 27.- Respuesta proliferatíva de los linfocitos T
purIficados frente a PMA de pacientes con
gastritis crónica autoinmune, anemia
perniciosa, anemia perniciosa
hematológicamente resuelta y controles.
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3-. Estudie de la imslieaeión de la interleucina 2 en la

activación del linfocito T de macientes con gastritis crónica

autoinmune y controles

.

a> Prcduocti6i~ de sobréfladantes con actividad IL—2

La actividad IL—2 detectada en los sobrenadantes de

loe linfocitos T estimulados con fitohenaglutinirta fue similar

a la de los controles y grupos de anemia perniciosa (Tabla

xlv) , tanto conjuntamente como al distribuir a los pacientes

en función de la respuesta blastogénica a fitohenaglutinina

(hipoproliferafltcs y nornoproliferantes>.

b> ExnresÍ¿fl de moléculas de activasión

La densidad celular de las distintas moléculas

reconocidas por los AcHo anti—TAC, T9 y Dr y el tiempo de

aparición de los mismos en los linfocitos T de los pacientes

con gastritis crónica autoinmune no diferían de los detectados

en los grupos de pacientes de anemia perniciosa y controles

sanos (Tabla XV>, independientemente de que estuvieran

encuadrados en los grupos “hipo” o normoproliferantes.

o> Resnuesta blastopéniep del linfocito T en uresencia de XL—2

re ocfl in ante -

La adición de IL—2r produjo una respuestasimilar y
escasa de los linfocitos T de pacientes con gastritis crónica

autoinmune y controles. Asimismo no se observaron diferencias

con respecto a los grupos de anemia perniciosa.
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En presencia de fitohemaglutinina cuando se

suplementó el medio de cultivo con IL-2 a concentraciones

saturantes no revirtió la alteración ni increnento

significativamente la respuesta proliferativa frente a lectinas

<Figura 28).

4.- Estudie de la ~otlacion linfoide E de vaciantes con
gastritis crónica autoinaune y controles

.

La respuesta proliferativa de los linfocitos B de

pacientes con gastritis crónica autointtlune y controles

basalmente y tras incubación con BAC y adición de IL—2r y
sobrenadante estandar fue similar. Asimismo no existieron

diferencias significativas con respecto a los grupos de

pacientes de anemia perniciosa (Figura 29> -

5.— Estudio de la actividad U de sacientes con gastritis

crónica autoinmune y controles

.

La actividad NR desarrollada por las cHSP frente a

K—562 fue similar en pacientes con gastritis crónica autoininune

y controles. Asimismo no se observaron diferencias

significativas con respecto al grupo de pacientes de anemia

perniciosa hematológicaineflte resuelta pero si frente al grupo

no tratado de anemia perniciosa (Figura 20>
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FIGURA 28- Efecto de la adición de IL-2r sobre la
respuesta proliferatíva de los linfocitos T
purificados, tras estímulo con PHA, de
pacientes con gastrItis crónica autoltimune,
anemia perniciosa, anemia pernicIosa
hematolágitarflellte resuelta y controles.
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FIGURA 29.- Respuesta bíastogénica de los linfocitos O
basalmente y tras diversos estímulos
mutogénicos de pacientes con gastritis crónica
autainmune, anemia perniciosa, anemia
perniciosa hematoióglcamente resuelta y
controles.
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VI. — cOn~EtAoIoNEsCLINICO-INMU4OLÓQICAZ -

rinalmente se investigó la existencia o no de

correlaciones entre los resultados experimentales obtenidos

(respuestasproliferativas de linfocitos T y E, producción de

IL—2 por linfocitos T, actividad NR, estudio fonotipico> y una

batería de datos clínicos y analíticas en la cual se incluyó:

1> edad; 2) parámetros hematológicos: hemoglobina, volumen
corpuscular medio, linfocitos, monocitos, plaquetas; a>
concentraciones séricas de: cobalamina, ácido fólico,

pepsinógeno, gastrina, hierro, transferrina, ferritina,

albúnina; 4) cuantificación de Ig séricas (TgG, IgA, IgM) ; 5)

títulos de ACPG; 6> estadio histológico; 7) duración de la

enfermedad, desde el momento del diagnóstico.

No se halló ninguna correlación con valor

significativo entre cada uno de los resultados experimentales

obtenidos in vitro y cualquiera de los aspectos incluidos en

la batería clínica y analítica referida.
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DISCUSION

(1
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En este trabajo henos investigado las alteraciones

del sistema inmune subyacentes al desarrollo de gastritis

crónica autoinmune y anemia perniciosa. Se han analizado las

características fenotipicas y funcionales en las poblaciones

linfoides t,B y células NR en sus dos estadios evolutivos

determinados por la presencia o ausencia de nalabsorción de

vitamina B12. Así mismo hemos estudiado su posible variación
determinadapor el tratamiento sustitutivo con esta vitamina.

Para dar una mayor significación biológica y

fisiopatológica a estos hallazgos hemos analizado a una

población de enfermoshomogéneadescartando a aquellos en que

la presencia de enfermedades intermitentes o la toma de

fármacos pudiesen influir en la función y estructura de su

sistema inmune.

Y, - CflAOTERTSflOAE cLiNICAS DE LOS PACIENTES INVESTTGADOS

.

El resumen de los principales datos clínicos y

analíticos aparece en la Tabla 2. Estos datos coinciden en

general con los comunicados previamente en la literatura médica
<2.tttId2.fl43.27.2B,fl3tI7~ De éstos queremos resellar dos aspectos

relevantes: las cifras séricas de pepsinógeno 1/gastrina y el

estado férrico de los pacientes.

Nuestro grupo, ha observado previamente que el

pepsinógeno está disminuido en los pacientes con gastritis

crónica ~ Este descensoes evidente en las cifras

de pepsinógeno 1 < <20 mg/mí> y se relaciona con la pérdida de

las células principales que estos enfermos presentany que son

la fuente principal de secreción de esta proenzima
0-”’~. sin

embargo, el pepsinógenc II permanece normal probablemente
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porque la atrof la gástrica no se extiende habitualmente a la

mucosa pilórica que junto a la fúndica son las secretoras de

pepeinégeno II. Como resultado de esta disparidad en la
producción de ambas proenzimas, se objetiva una disminución del

cociente POI/POII que es característico de la atrofia gástrica

pudiendo aumentarel valor diagnóstico de los niveles séricos

disminuidosde pepsinógeno~ Junto al estudio de las cifras

de pepsiii¿geno analizamos también los niveles séricos de
gastrina”’>. los cuales estaban aumentados en nuestros enfermos

(>200 mg/mí>, probablemente por ausencia de atrofia gástrica

en el antro, lugar de producción de la gastrina <células (5) o

por pérdida del mecanismo de control negativo determinado por
la existencia de anticuerpos frente al receptor de gastrina de

las células ~ En ,an 81% de nuestros pacientes hemos

observado simultaneamente hipopepsinogenemia /hipergastrinemia -

Por otra parte, nuestros hallazgos así como los de

otros autoresos>e indican la necesidad de estudiar el estado

férrico de los pacientes de forma rutinaria. Estos resultados

demuestránque aunque los niveles de hierro están normales o

elevados en la anemia perniciosa no tratada, existe deficiencia

del mismo en los pacientes en tratamiento. La causa de esta

hiposideremia es incierta en la mayoría de los casos, aunque

es posible que se deba a malabsbrciórk por ~ sin

embargo, es necesario excluir otras causas de pérdida crónica

de sangre, particularmente del tracto gastrointestinal dada la

posible predisposiciétl al carcinoma gástrico
5174> y la asooiación

con el cáncer de colon recientemente obsetvadft<’”>.
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II. — M?LLIRIB DEL ESTUDIO PENOTIPICO DE LAS CELULAR

MONONUCLEARESDE eMiGRE PERIPERICA

.

Los estudios previos de la literatura a este respecto
obtienen resultados dispares, siendo motivo de controversia.

Así inicialmente Imamura et alCUl describieron tres pacientes de

anemia perniciosa no tratados con vitamina 812 en los que
observaronun aumentodel cociente 004/008 por disminución de
los linfocitos T citotóxicos 008+. Wodzinski et al<”~ estudiando

23 pacientescon anemiaperniciosa observaro~i un incrementodel
cociente0D4/CDS en los pacientes que presentaban anticuerpos

antí—factor intrínseco; sin embargo no encontraron que se

relacionase esta redistribución linfocitaria T con la presencia
de anticuerpos anticélulas parietales gástricas, Soler et al<”>

en seis pacientes con anemia perniciosa no tratados no

detectaron ningun tipo de alteración fenotipica. Posteriormente
Car-mel et al<”> en el estudio más amplio, junto con el nuestro,

no observaron diferencias fenotipícas en 40 pacientes de anemia
perniciosa (34 tratados y E no tratados> -

Nuestro análisis no demostró la existencia de

alteraciones en la relación entre los linfocitos 004 y CDS en

ninguno de los diferentes grupos de pacientes analizados

(A: anemia perniciosa sin tratamiento; 3: anemia perniciosa en
tratamiento con vitamina 812 parenteral; 0; gastritis crónica

autoinmune sin anemia perniciosa>, aunque se observaron

alteraciones individuales, Sin embargo, se encontré en el grupo

o una disminución porcentual, estadisticanente significativa

de la población 0031- con normalidad de la 0D2+. Con frecuencia,
002 y 0D3 se utilizan indistintamente como marcadores

universales de linfocitos ?, Sin embargo, 002 se encuentra

también en células 111<, que constituyenun linaje linfocitario
distinto al de los T. 003, en cambio, tiene una distribución

celular restringida expresándose únicamente en asociación con

el receptor antiqénico de los linfocitos T. El fenotipo 002+
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CD3— es característico de las células NR y se encuentra

aumentado en la población senil’’
5. El estudio con el anticuerpo

monoclonal anti-CD15-4-, propio de la población NR, no mostró

diferencias entre los gru~.os A, 8 y controles. Sin embargo,

observamos un aumento significativo de la población 0016+ en

el grupo O (pacientes con gastritis crónica autoinmune sin

anemia perniciosa> - En el estudio de seguimiento de pacientes
con anemia perniciosa, realizado en cinco sujetos, se observó

un ausente relevante de la población 002-1- 003— <HE> a los seis

meses de tratamiento con vitamina Bl~. no evidenclándose

diferencias antes del tratamiento ni tras dos meses de haberse

iniciado. No observamos diferencias significativas entre los

enfermos de cualquiera de los tres grupos y controles en el

porcentaje de linfocitos 8, definidos por el anticuerpo
nonoelonal antl—C020, aunque estaba ligeramente aumentada en

los pacientes. Estos hallazgos pueden relacionarse con el

fenotipo observado por Raye et ale”> en mucosa gástrica, en

donde detectaron una infiltración linfoide constituida

predominantomenta por linfocitos no—T, no pudiendo discernir

su pertenencia a células E o NR. En un futuro habrá que

realizar estudios fenotipicos más completos que permitan

definir si las poblaciones C02t 0D3— 0016+ o 0020+ participan

en el desarrollo de la lesión tisular.

III. — AZ4ALTSIS DEL ESTADOVUl<OIONAL DE LOS LINPOOflO5 ‘2

La siguiente fase de nuestro estudio de las

alteraciones del sistema inmune asociados al desarrollo de

gastritis crónica autoinmune y anemia perniciosa fue eL

análisis del estado funcional de la población linfoide T. Para
ello investigamos la activación y respuesta proliferativa de

esta población celular con diferentes mitógenos que permiten

analizar secuencialmente los diferentes mecanismos implicados
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en estos procesos celulares. Empleamos una lectina vegetal

(fitoheisaglutinina> que interacciona con múltiples moléculas

de la superficie linfocitaria así como el anticuerpo monoclonal

antí CDI que se une selectivamente con la estructura con ~
transduce fisiologicamente la señal determinada por la unión
del receptor clonotipico y el antígeno. Así mismo, analizamos

la respuesta a los ésteres del forbol que actúan directamente

sobre la proteincinasa O soslayando las fases previas del

proceso molecular de activación linfocitaria.

Iniciamos el estudio funcional dq los linfocitos ‘2

de los pacientes estimando su capacidad proliferativa frente

a fitohemaglutinina. La síntesis de DNA por los cMSP y por los

linfocitos T purificados tras estimulo con esta lectina Vegetal

fue menor en los pacientes y esta deficiente respuesta

blastogénica se observó en cada uno de los grupos analizados,

no observando diferencias estadísticas entre ellos pero si con

respecto a los controles,

Estudios previos muestran resultados dispares. Así

Mac Cuish et a1
0> observan una respuesta hipoproliferativa de

las CHSP a fitohemaglutinina en veinte pacientes de anemia

perniciosa tratados con vitamina 812. Estos autores consideran

que la deficiente blastogénesis se debe a un fallo en la

incorporación intranuclear de timidina tritiada por los

linfocitos, más que a un defecto en le inducción de

blastogénesis, Esto, según dichos autores, podría reflejar un

defecto metabólico más que una anornalidad inmunológica

inherente. Sin embargo, KMtk~<’5> no encontró diferencias

significativas en la proliferación de las a-isp de pacientes y

controles frente a fitohemaglutinina, tanto antes como durante
el tratamiento con vitamina B12. A diferencia de nuestro

estudio en que se utilizaron CMSPy linfocitos ‘2 purificados,

estos trabajos utilizan únicamente a-iSP. Este aspecto

netodológico es relevante en cuanto que no se asegura la

existencia de un número similar de linfocitos ‘2 responciedores
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y puede, además, interferir el estado funcional de éstos por

la acción del amplio número de células no ‘2 presentes en las

muestras.

Podría sugerirse que la deficiente respuesta

proliferativa frente a fitohemaglutinina observada en los

pacientes con gastritis crónica autoinmune y anemia perniciosa

fuese debida a una alteración de la cinética celular. Sin

embargo, en nuestro estudie se observa claramente que el patrón

de la cinética es similar al de los controles, mostrando una

respuesta proliferativa disminuida tanto al tercer como a).

quinte día de cultivo.

Así mismo podría plantearse la posibilidad que un

factor inhibidor fuese el responsable de la hipoproliferación

a fitohemaglutinina. sin embargo, la observación de una

respuesta proliferativa similar o incluso superior, en

presencia de suero autólogo en vez de suero bovino fetal es un

argumento experimental suficiente para afirmar que la

hápoproliferacién de los linfocitos ‘2 y CMSP no ae~ende de la

presencia de algun factor sérico inhibidor.

A continuación, y de acuerdo con el esquema
experimental indicado progresamos en la investigación de la

activación de los linfocitos ‘2 estudiando la respuesta a otros

mitógenos <antí—ofla y ésteres del forbol>. La respuesta

nitógenica de los 01-ISP tras estimulo con anti—C03 estuvo

disminuida en los pacientes que hipoprolif eraban frente a

fitohemaglutinina, de los tres grupos estudiados. El defecto
subyacente a esta alteración permanece desconocido, pero dada

la pz-oliferacián normal ante ésteres del forbol, probablemente

estribe en una alteración de la unión de los mitógenos a su

receptor o en la transducción de la señal previa a la

activación de protein—cinasa 0. Estos hallazgos localizan, por

lo tanto, el defecto funcional de los linfocitos ‘2 a este nivel

de la activación celular. Esta alteración de los linfocitos ‘2

1

1
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do los pacientes con gastritis crónica autoinnune y anemia

perniciosa requerirá en un futuro analizar las bases celulares

y moleculares subyacentes a esta inmunodeficiencia.

Al analizar la significación patogénica y clínica de

estos hallazgos debe indicarse que la deficiencia linfocitaria

‘2 está ya presente en los pacientes con gastritis crónioa
autoinmune sin anemia perniciosa. Más aun, la intensidad del
defecto funcional ‘2 no se modifica en aquellos pacientes que

además han desarrollado una anemia perniciosa ni tampoco en los

que tras haber realizado el tratamiento sustitutivo presentan

una normalización de las anomalías hematológicas inducidas por

el déficit metabólico. Por lo tanto, el estado funcional

anormal de los linfocitos ‘2 podría relacionarse con la lesión

tisular gástrica y no parece estar determinado por la

alteración metabólica de la vitamina 812. Es resellable, sin

embargo, que transitoriamente y precoznente durante el

tratamiento con vitamina 812 parenteral se objetiva una

normalización de la respuesta blastogénica de los linfocitos

T. Aunque no podamos, en la actualidad, definir los mecanismos

subyacentes a este hallazgo celular es planteable indicar que
sea secundario a las modificaciones metabólicas subsiguientes

al aporte de vitamina 812 con su consiguiente repercusión en

el metabolismo de los ácidos nucleicos. Este posible mecanismo
podría modificar transitoriamente el estado funcional alterado

existente en la población ‘2 pero que tras la adaptación

metabólica a la existencia de niveles normales de vitamina 812,
reaparece y se expresa funcionalmente. otros autores han

observado un potencial efecto inmunomodulador de la vitamina

812 in vitro, •a través del incremento de la respuesta
proliferativa de los linfocitos ‘2, en respuesta a concanavalina

A y linfocitos 8 autólogos, cultivados en presencia de metil—

Para tratar de seguir profundizando en la deficiencia

de los linfocitos ‘2 de los pacientes con gastritis crónica
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autoinsune y anemia perniciosa estudiamos los mecanismos de

comunicación intercelular implicados básicamente en la

regulación de la proliferación de esta estirpe celular.

Se ha comprobado que la activación de los linfocitos

-1’ es un proceso en el que se pueden distinguir dos fases: 1>

interacción del antígeno <o en su caso, el mitógeno empleado

“ir> vitre”) sobre el linfocito ‘2 en presencia de células

accesorias y 2> producción de una serie de proteínas por el

linfocito ‘2 <fundamentalmente IL-2 y su receptor) que determina

la progresión del linfocito ‘2 a través del ci$71o celular
0”, Por

lo tanto, investigamos la producción de esta interleucina por

los linfocitos ‘2 activados así como la expresión de mu receptor

en la membrana citoplasmática.

Se comprobó que la producción de IL—2 por los

linfocitos ‘2 de los pacientes, considerados por grupos, fue

similar entre ellos y a la sintetizada por los individuos

controles. Por otro lado, no se observaron diferencias

significativas en la producción de IL—2 entre los subqt-upos de

pacientes que nomo o hipoproliferaban tras el estimulo con

fitohemaglutinina. No existen precedentes en la literatura

médica en que se determine la producción de IL—2 aunque otros

autores han analizado la producción de interferon—gamna de CMSP

estimuladas con fitohemaglutinina, en ocho pacientes con anemia

perniciosa, resultando similar tanto antes como durante el

tratamiento con vitamina 5~~(17~>,

Simultáneamente, objetivamos que la cinética de

adquisición del receptor de la IL—2 por los linfocitos T de los

pacientes con gastritis crónica autoinmune y anemia perniciosa

así como la intensidad de su expresión eran similares a la de

sus controles. También analizamos la aparición en la membrana

citoplasmática de otras moléculas implicadas y asociadas al

proceso de activación linfocitante T <Dr y T9). Observamos que

la expresión de estas proteínas de membrana eran similares en
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pacientes y controles.

Ante esta situación, se pueden aducir una serie de

explicaciones sobre la deficiente respuesta proliferativa de

los linfocitos ‘2 de estos pacientes tras estimulo con

fitohexaaglutinina, no mutuamenteexoluyentes entre si:

1) Es posible que la unión 1L2—IL2R fuese anómala o

que la señal transmitida al interior celular por 1L2fl tras la

unión a 1L2 lo fuese.

2> Es posible que, si bien la formación de la cadena

pSS del receptor para 1L2 <reconocida por el AcMo antiTac>

ocurría normalmente, no sucediese así con la cadena p75, de

modo que no se conformara un número normal de receptores de

alta afinidad para 1L2.

3) La posibilidad de que existiese una molécula de

1L2 funcionalmente defectuosa se ha excluido razonablemente,

al demostrar que la adiccién de 112r al medio de cultivo no

normaliza la deficiente respuesta blastogénica de los
linfocitos ‘2 de los pacientes con gastritis crónica autoinmune

y anenia perniciosa.

Existe una serie de evidencias experimentales

recientes que refuerzan la idea de la implicación de los

linfocitos T en la patogenia de la enfermedad<’ “>. Estos

estudios están basados en un modelo murino en el que se realiza
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una timectomía neonatal precoz. El momento de la timectorsia es

crucial y debe realizarse en el tercer día de vida, dado que

la excisión del timo antes o después de esta fecha no provoca

la enfermedad, SC postula que los linfocitos T autorreactivos

están presentes en el timo al tercer día tras el nacimiento

pero que las células supresoras de estos ‘2 autorreactivos

aparecen unos días más tarde. Por tanto, la tímectomia

realizada en esta fecha conserva los linfocitos ‘2
autorreactivos pero elimina la generación de linfocitos ‘2

supresores. De hecho ciertos subtipos de linfocitos ‘2 están

ausentes en el ratón adulto postimectomizado. Además, la

enfermedad autoinmune gástrica se puede prevenir transfiriendo

linfocitos ‘2 adultos normales al ratón timectornizado. Estos

datos sugieren que los linfocitos ‘2 supresores pueden jugar un

papel en la prevención de la enfermedad autoinnune gástrica<~~>.

Por otra parte, se sugiere que los linfocitos ‘2

supresores implicados en la enfermedad son específicos de

órgano. Aunque un órgano dado contiene un gran número de

potenciales autoantiqonos y por tanto requerirla un gran número

de células supresoras diferentes para impedir el desarrollo de

la enfermedad, es posible que exista un número limitado de

antígenos dominantes que disparen la enfermedad. Este concepto

se basa en el reciente hallazgo que la mayoría de los

anticuerpos ¿tnticél,ilas parietales gástricas están dirigidos

frente a un único antígeno, la bomba W~E~ArPasa<W>. En este
caso el número de células supresoras diferentes para impedir

la enfermedadSOL-A mucho menor. Esta cuestiónno se resolverá

hasta que no se concozca Th estructura molecular de varios
autoantigenosy de los receptoresantiqénicosde los linfocitos
‘2 relaci(,nados -
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IV.— ANÁLIRtS DEL ESflflO FUNCIONAL DE LOS LINFOCITOS E

.

En este trabajo también hemos investigado el estado
funcional de los linfocitos 8 de los pacientes con gastritis

crónica autoinmune y anenia perniciosa. Los estudios de
regulaciónde la proliferación de estapoblación linfoide son
similares a los de los linfocitos ‘2 aunque difieren en el
proceso inicial de activación.

En una primera fase, el linfocito 8 se activa por un
antígenode forma específica o policlonal con ligandos de las
inmunoglobulinasde superficie tales cono anti—nu o SAO. Tras
esta unión el linfocito E pasade la fase G0 a C~, expresando

a continuación antígenode activación. Sobreestas estructuras
actuan citocinas producidas fundamentalmente por los linfocitos

‘2, que hacen avanzaren el ciclo celular a los linfocitos E y
que se integran colectivamente bajo la denominación de
actividad BCGF (factores de crecimiento de linfocitos E). Tras
esta activación, el linfocito E adquiere la capacidad para
respondera las moléculas inductoras de diferenciación, tras
lo cual los linfocitos E maduran a células plasmáticas que
secretan inmunoglobulinas(145>,

Siguiendo este esquemay utilizando una población
purificada de linfocitos E, hemos investigado la función de
estos en pacientes y controles. No se observaron diferencias

significativas en la síntesis de DNA por los linfocitos E de
pacientes con gastritis crónica autoinmune y anemia perniciosa

y de controles, tanto en condiciones basales cono tras

incubación previa con SAO. Tampoco hubo diferencias entre los

tres grupos de pacientes estudiados. A continuación
investigamos la respuesta inducida sobre linfocitos E activados

previamente con SAO frente a linfocinas que influyen en su
proliferación. La adición de un sobrenadante BCGF y IL—2

recombinante a los cultivos de linfocitos E estimulados con SAO
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de los pacientes produjo una respuesta blastogénica similar a

la cuantificada en el grupo control. Así mismo no observamos

diferencias al comparar los tres grupos de pacientes estudiados

con gastritis crónica autoinnune y anemia perniciosa.

Esta proliferación normal de los linfocitos 3

refuerza el hallazgo previo de la existencia de una deficiencia

de los linfocitos ‘2 en los pacientes con gastritis crónica
autoinmune y anemia perniciosa no inducida por la alteración

metabólica subsiguiente a la disminución de la vitamina 812

objetivada en algunos de ellos.

Sin embargo, hubo dos limitaciones metodológicas

importantes ya que el número de linfocitos E disponibles para

los ensayos funcionales tras los diversos procedimientos de

purificación fue siempre escasoy, además, que el número de

células de la población nonocitaria contaminando esta
subpoblación osciló alrededor del 40%. Aunque en la literatura

abundan las publicaciones con este grado de pureza nosotros

consideramos que para establecer conclusiones firmes es

fundamental trabajar con porcentajes más altos (superiores al

90%> de las células objeto de estudio, al menos en los sistemas

y con los propósitos que nosotros pretendíamos. Es necesario

mejorar el método para poder extraer conclusiones definitivas

en este terreno.

y.— ANÁLISIS DEL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD MX

.

Por último, estudiamos la actividad citotóxica

espontáneade los pacientes con gastritis crónica autoinmune

y anemia perniciosa mediante un ensayo de liberación de cromO

sí utilizando células K—562 como dianas y las OMS? como

efectora 5<150>
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La actividad 14K de los pacientes con anemia

perniciosa no tratada con vitamina 812 fue significativamente

inferior al resto de grupos y controles sanos. En base a la

normalidad porcentual da la población WC de estos pacientes,

podemos afirmar que la disminución de la actividad NR no

depende de una alteración cuantitativa de éstas, sino de un

trastorno en sus procesos de reconocimiento y unión a la célula

diana y/o en las subsecuentes fases moleculares de lisis.

En el estudio de seguimiento de pacientes con anemia

perniciosa observamos una actividad 141< disminuida tanto antes

como al inicio de la terapeútica con vitamina 812. Sin embargo,
al cabo de seis meses de tratamiento se nornaliza, no

existiendo diferencias con respecto a los controles. Estos
datos, a diferencia de lo observado con linfocitos ‘2, sugieren

que la disminución de la actividad 141< viene determinada por un

trastorno metabólico derivado de la deficiencia de vitamina 812
más que por un problema intrínseco de las células NR.

Existen diversas evidencias que sugieren que las
células MX pueden jugar un importante papel en la honeostasis

de la hematopoyesis<IW).En experimentos realizados en humanos

se ha objetivado que las células 14K pueden inhibir, “in vitre”.

la formación de colonias tanto nieloides como eritroides. Sin

embargo, es evidente que esta propiedad de las células NR no
interviene en el desarrollo de la anemia de los pacientes con

enfermedad autoinmune gástrica.

Por otra parte, las células NR se han implicado en la

vigilancia del sistema inmune frente a neoplasias e

infecciones<¶a¶>. En pacientes tumorales se ha objetivado una

disminución de la actividad NR de las células mononucleares de

sangre periférica asociada con la progresión local y

diseminación de la enfermedad<
113’~~>.Así mismo, se ha detectado

un incremento de infecciones virales, principalmente

herpéticas, en un paciente sin células NK(¶~>. Sin embargo,
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tanto en el grupo de pacientes con anemia perniciosa no

tratada, en el que se detecté una actividad NK disminuida, como

en el resto, no hemos observado un incremento de infecciones

virales ni el desarrollo de mingsin tumor en el periodo de
seguimiento realizado.

Por lo tanto, en nuestro trabajo se demuestra que en

los pacientes con gastritis crónica autoinmune existe una

alteración funcional del sistema inmune, detectable a nivel de

población linfoide T. ~m estas células se observa una

deficiente respuesta en la vía principal de activación y

proliferacién linfocitaria que es la dependiente de

interleucina—2. Teniendo en cuenta que en el mantenimiento de
la autorreactividad fis iclógica del sistema inmune es esencial

su complementariedad interna, la recirculación linfocitaria y

la indemnidad de los mecanismos que regulan la activación,

proliferación y maduración de estas células, se puede sugerir

que las anomalías funcionales de los linfocitos ‘2 objetivadas

en los pacientes con gastritis crónica autoinmume están

inplicadas en la patogénia de la lesión tisular- gástrica

característica de este proceso. Este hallazgo, a nivel

sisténico, de alteraciones linfocitarias en una entidad

nosolóqica con manifestaciones clínicas predominantes en un
único drgano,refuerza la visión sistémica de las enfermedades

autoinnunes.
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1.-- La proporción de las distintas poblaciones de células

mononucleares de sangre periférica (linfocitos T,

linfocitos E, monocitos y células nR> es normal en los

pacientes afectos de anemia perniciosa tanto antes como

durante el tratamiento con vitamina B12. Sin embargo, en
los enfermos de gastritis crónica autoinmune sin anemia

perniciosa se observa un aumento de la población 0D2+ C03-

al igual que en los pacientes del grupo de seguimiento

tratados con vitamina 812 durante E meses. El porcentaje

de las subpoblaciones de linfocitos ‘2, 0D4+ y 008+, así

como su cociente, es similar al determinado en los

controles.

2.— La síntesis de DNA por las CMSP y por los linfocitos T

purificados tras estímulo con fitohemaglutinina fue menor

en los grupos de pacientes de gastritis crónica autoininune
y anemia perniciosa, sin observar diferencias entre ellos,

que en el de individuos sanos. En los pacientes cuyas 01<52
y linfocitos ‘2 hipoproliferaron con fitohemaglutinina, se

observó una respuesta proliferativa dismitiuida tras

estimulo con anti—0D3 y normal ante los ésteres del

forbol. Es reseñable, sin embargo, que transitoriamente
y preccamente durante el tratamiento con vitamina 812

parenteral se objetiva la normalización de la respuesta

blastogénica de linfocitos ‘2.

t— La síntesis de interleucina 2 por los linfocitos T de los

pacientes con gastritis crónica autoinmune y anemia

perniciosa, en cualquiera de los tres grupos, es normal,

así como la expresión de la cadena pSE de su receptor.

Además, la adición de dicha linfocina no es capaz de

revertir la hipoproliferación que dichas células presentan

en presencia de fitohemaglutinina.

4,— La respuesta blastogénica de los linfocitos 8 de los

pacientes es normal tras el estimulo proporcionado por
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diversos mitógenos policlonales (SAO, interleucína.
2

recombinante, sobrenadantes con actividad BOFO>, en

cualquiera de los tres grupos analizados de gastritis

crónica autoinsune y anemia perniciosa1 con respecto a los
individuos controles,

5.— La actividad citotóxica espontánea de los pacientes de

anemia perniciosa no tratados con vitamina 212 estA

disminuida. Sin embargo, se encuentra normal en los

enfermos de anemia perniciosa tratados con vitamina 812

y de gastritis crónica autoinmune sin anemia perniciosa.

En el estudio de seguimiento se observa una normalizacian

tardía de la actividad NK tras tratamiento con vitamina

812,
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