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1. ABREVIATURAS

A
¡\CNI = ¿ud iccLetlR)5 iioiioclútitiles.

UNí = molécula inductora cje activación (=CDÓQY
NR it ti [¡5 ¡ enmaloicie.

B
BSA = úlbunnna bovina senca.

c
[C-j2+]~ = conce ntrac óii cíe cale o ¡níracel u lar.

Cl) = células clenciríticas.
CXIH complejo titavol- de histocotnpatíbíLídacl.
CPA cdl Lilas preseniacloras cte un ticeno.
rpm = cilel] tas por ni nulo.

D
I)AG cliacilelícerol.

l)E = cLesv iación esíñnclar.

E
FR = lictor reumatoide.

H

NIFC = ‘tedio mal de ctitivó.
NIS = nienibraria sniovíal.

N
N—HC = hematíes de carnero tratados con
neuraniínídasa.
NK = natural killer.

P
PUS= sUelo salino tamponz¡clo col] osUdo.

PF = paraiornuulclehido.
I’HA = fi toheníací ul n ¡ña.
PKC = prole ína—k ¡lasaC -

PLA, = loslolipasa A.

¡>11: = (ostol pasa U.
PNIA = lorbol nl irislLitt> acetato.

R
RuT = receptor cíe antígeno cíe la célula T

— inlerIcuquina~2 eco¡ííhitíante.

s
Si> san ere peri crica-
STF = sc¡e¡o cíe tertiera fetal -

¡—3i1]TIR — titííidítía ttitiada.

¡
T

= iLIctor cíe necrosis tititioral.

IFNI = ¡¡itensiclací de fluorescencia tueclia.
¡ ¡‘Ny = ¡níerferón gamma.
lgS = inmunoglohulina cíe superficie.
¡ L i uterleuquina.

1 [-2 i nterleucíui nl-’
1 L— ‘14 — receplor cíe u terleucí u i na—2

11>3 iiiosiiol tiitt,sfato.

L
1 ~ES= 1 cupus en teníatoso sí stém ico.
[LS = líniocitos cíe lícítuicio sinovial.
LS = líc~uiclo sitiovial.
[SP = ¡u oci tos cíe sangie periférica.

M
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II. INTRODUCCIÓN

La artritis reumatoide(AR) es una enfermedadinflamatoria crónicaqtte

puedeafectarcualquierarticulación.Susmanifestacionesbásicasson el dolor

la ¡ nflamación. la deformacióny la 1 imitacion funcional. La incidencia anital

CS (le tres nuevoscasosporcada10.000sujetos.con una prevalenciacíe un 1<4

de la población <1)~ Es una enfermedadcon extensiónuniversal,que afecta

más frecuentementea la población feti~enina(con una incidencia3:1). Hasta

el momentono sedispone(le un tratamientoefectivopor lo que. a pesarcíe los

esfuerzosencaminadosa desarrollarnuevasterapias.la enfermedadsigue t¡n

cursovariablequefinalmentedeterminala destrucciónarticular

El impactoglobal que la enfermedadtiene sobrela saludde tin paciente

individual puedemedirseen cincodimensiones.Por un lado los pacientescon

AR sufrende incapacidadprogresivaque aumentade un modo prácticamente

indefectibledesdee] comienzode la misma.Estaincapacidadseacompañade

una gradovariablede dolor y¡o molestia,y enocasionesde muerteprematura.

El uso de medicacionesagresivashacecíue el námerocíe complicaciones

vatrogénicasseatambién alto. Y pa’- ultimo, pero no menos importante.la

cronicidacícíe la AR tiene un impacto económicoy social sobre la vida del

pacientedifícil de cuantificar pero inexorable en el cursonatural de la

enfermedad(2\ Se ha valoradocíne el costeglobal de la enfermedadparacada

pacienteindividual y la sociedades tan alto dOfliO el que suponenla

enfermedadcerebrovascularo la enfermedadcoronaria

No se conocecon seguridadcuál es la etiología de la AR y los

mecanismosque están implicados en su patogenta.Ello a resarcíe que los

trabajosde investigaciónsobrela etiopatogeniade estaenfermedadson

abunclantísimosen la literaturamédica.Parececlaro que una dísregulacióndel

sistemainmunejuegaun papelprimordial en el desarrollode la enlermedad.

Exisic una predisposicióngenéticaa padecerlaque viene ciada por

determinadosalelos cíe las moléculas clase II del complejo mayor de
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histocompatibilidad.en concretoDR4 y DRI. La sccuenciaque determina

esta susceptibilidadse sitúaen la 3~ región hipervariabledel gen DRB 1 ‘~ es

compartidapor algunossubtipos de DR4 y DR 1 - Sobreestapredisposicion

genéticaactuaríahipotéticamenteun agenteexógeno(posiblementevíral o

bacteriano),provocandouna disregulacióndel sistemainmuneque finalmente

determinaríala afectaciónarticular. De hecho la mayoría cíe los nuevos

tratamientosque se vienenexperimentandiovan dlirigidos (le uno u otro ¡nodo

a corregir en la medida cíe lo posible este mal funcionamientodel sistema

tnmune.Sin embargoel descubrimientocíe un tratamientoideal, va seaen las

primerasfasesdel desarrollode una AR com~~ en la fase cíe cronicicíadj. es

difícil por vartos motivos. En primer lugar sedesconoceel papel relativo cíne

cadauna cíe las célulasdel sistemainmunejuegaen la enfermedad.Por otto

lacio el númerode moléculasque regulanel funcionamientocíeestascélulases

muy amplio y se ignoracual es la actuaciónde cadauna de ellas en el caso

conc¡-eto(le la AR. Por lo tanto, el conocimientode los mecanismosque

finalmentellevan a la destrucciónarticularen estaenfermedadno es sólo rin

implicacionesen el tratamiento.

ejercicio teóricosino cíue puedetenergrandes

La AR secaracterizapor la presenciaen el tejido y líquido sinovial (LS)

de un prominente infiltrado cíe cé it las mononuclearescompuesto

principalmentede linfocitos T activados.Las célulasT cíe la membranay el

LS e xpresancíe forma constantecli lerentesantígenos de acti yacíoh y

diferenciacióncomo HLA-DR. CD45RO y varias integrinas j3~ (VLA-l.

VLA—4) y ~ (LFA— 1). Sin embargootros antígenosde activacióncomo el

receptorde ínterleucíuína—2<1L—2R~) d) el receptorde transíerrina(CD??) se

expresanen porcentajee intensidadmenoresque las que cabríaesperaren

célulasT activadas.Los estudioscíe funcionalidadhan demostradoademas

una baja producciónde citodluinas derivadasdic células T como IL-’ o

¡ nterferón—y([FN—y) y una tasade proliferacion disminuidaen respuestaa

varios mitógenosy antígenos.Todas estasdiscrepanciashan promovido rin

debatesobrela verdaderaimportanciade las células T en la iniciación y el
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mantenimientode la enfermedad(3,4),

La recienteobservaciónde que los linfocitos T cíe membranay LS cíe AR

expresanen una alta proporciónCD69 ha contribuido a perfilar un estadocíe

activacionpoco frecuenteen estascélulas. Esteestadocíe activación.de alguna

lot-ma ~~araclójico.secaractetizapor una alta expresióncíe antísienoscíe activacion

inmediatos(CD69) y tardíos(HLA-DR. CD45RO)pero una exptesíónnormalde

otrosantígenosdeactivaciónintermedios(CD25. CD71).

CD69 es unamoléculapertenecientea la superfamiliade las lectinas

animalestipo-C. Es el antígenoinducible que más tempranoaparecetras la

activacióncíe los linfocitos T conunaampliavariedadcte estímulos.La regulación

de la expresiónde CD69 esespecialmenteinteresante.CD69 no se cietectaen

linfocitos T cíe sangreperiférica(SP) en reposoy aparecetan sólo 30-60 minutos

despuésde su estimulo. El pico de expresiónsealcanzaa las 24 horasy entonces

va clesapaíeciendogradualmentehastaqueaproximadamentea las 74 horasva no

esdetectableen la superficie celular. La regulacióna nivel genéticoes aun mas

¡ipida y. comoocurre con otros genesconsideíadosinmediatos,el gen del CD69

tiene una rápida y Iransitoria expresióndlue se sigue cíe una clegraclacton

prácticamenteinstantáneaa nivel del ARNm. Una vezque CD69esexpresadoen

respuestaa dosis submitogénicasde ésterescíe forbol - los antíc uerpos

monoclonales(AcM) dirigidos contrala moléculasoncapacesde desencadenarla

proliferacióncelularNo seconoceel ligando fisiológicode CD69.

El hechode que las célulasT presentesen la sinovial de pacientesco¡i AR

hiperexpresenCD69. junto con su regulacióncaracterísticaen comparacióncon

otí-osantígenoscíeactivación,proporcionaunanuevaformacíe aho¡clarel problema

cíe la activacióny función de las célulasT en la AR cíue puedefacilitar un inavor

conocimientode la patogeniade la enfermedad.
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[II. PRESENTACIÓN DEL TRABXJO Y OBJETIVOS

Con el fin de profundizar en el conocimiento cíe la patogenia cíe la

artr¡tis retímatoiciey. en particular.en el estadode activaciónlinfocitaria T en

el lícluido sinovial y sangreperiféricacte estospacientes.hemosanalizadola

expresion.regttlacion y funcionalidadde un marcadorcte actívacionprecoz

conioesCD69 en las célulasT de pacientescon artritis reumatoide.

Los objetivosconcretosdel trabajo fueron los siguientes:

1. Definir el fenotipode lascélulasT cíe lídluido sinovial que expresanCD69.

2. Estucharlos mecanismosque regulati su altaexpresiónen las célulasT de

líquido sinovial en estaenfermedad.

3. Analizar la funcionalidladí cíe esta vía cíe activacioncelularen la artritis

rettmatoide.

Paraello vamosa presentaren una primeraparteuna revisiónamplia y

guientes:actualizada del problemaque incluye los apartadossi (a) el sistema

inmune. (b) etiopatogeniacíe la AR y (0 la moleculaCD6Q.

En la segundaparte.que constituye la exposicióndel trabajo cíe tesis

propiamentedicho. se describela metodolosilac¡tílizacla, los resuItaclos
obtenidosy la discusión cíe los mismos. Por ultimo se presentanlas

concitísionesdel trabajo.
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IV. ANTECEDEWI’ES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

La función primaria del sistemainmune es la eliminación cíe moléculas

extrañasy de los organismosvivos cíue las poseen.Este. funcionamientose

astentasobre cuatropilares fundamentalescíue son: (a) la especificiclad de

respuestafrente a un extensonúmerocíe antígenos(A~): (b) la capacidladícíe

prolm)Yer tina respuestafrente a un determinadoA g durante el pr¡nier

encuentrocon él; (c) la capacidadde memoria,de tal modIo c~t¡e despuésde un

primer encuentrocon un Ag es capaz cíe iniciar una respuestarápida y

vigorosaduranteun segundoencuentrocon el mismo: y (cl) la capacidadcíe

discernirentrelo propio y lo extraño.Paracumplir estaúltima característica,

el sistemainmune ha desarrolladolo que se conocecomo mecanismosde

tolerancia díue hacen cíue no responcla frente a autoantí¶=enos. Puesto ci tic cada

linfocito estápreparadopara reconocerun Ag determinado.todio lo cíue es

necesarioíxíra producir tolerancia frente a los autoantígenoses anular

funcionalmenteaquellascélulascapacesde responderpotencialmentefrentea

los componentesnormalesdel propio organismo.

En algunos casosen los cíue se rompen los mecanismosde auto—

tolerancia inmunologica se producen las llamadas enfermedades autoinmunes.

El espectrode estasenfermedadeses muy amplio y abarcadesdeacjuellasc~ue

se manifiestan como órgano—específicas (es decir. la respuesta inmune

anormal va dirigida contraun órgano específicodel cuerpo) hastalas no

organo-especificas(en las que la producciónde atítoanticuerpos~‘ las lesiones

destructivasse distribuyen por varios órganos).En el extremo cíe la no

ó rgan o - especificidadse agrupanla mayor parte cíe las en lermedacles

-cumatológicas.Aún dentrocíe ellas existe gran varíabilidladí y superposíci o n

en cuantoa sus manifestacionesclínicas y su relativa organo-especificidad.

Así. el paradigmade enfermedadno órgano-específicaesel lupus eritematoso

sistémico(LES), en el cual las lesionesaparecenampliamentediseminadas.

Por el contrario, la AR estina enfermedaden la dítie. acm pudiiendlo afectaren

un determinadonúmerocte enfermosgran variedad de órganosdel cuerpo.se

caracteriza fundamentalmente por la existencia cíe inflamación articular cíe
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(célulastipo macrófago,con marcadoresessuperficiecomomoléculasclaseII

y receptoresparaFe) comotipo B (célulascíe tipo tibroblástico secretoras,con

un retículo endoplásmicorugosoprominentey gran númerode ribosomas).

proliferación de fibroblastosy formaciónde nuevosvasos.Existe tambiénde

forma característicaun acúmulode linfocitos, célulasplasmáticasy célulasde

estirpemacrofágica.Las primerastiendena formar verdaderosfolículos

linfoides y en su mayoría son célulasT con fenotipo CD4 y marcadoresde

activación,aunquetambiénhay célulasT CDS+ y célulasB ~ El elemento

con mayorcapacidaddestructivaparala articulaciónesel pannus.un tejido de

granulacióncompuestopor fibroblastos,gran númerode nuevosvasosy

diferentescélulas inflamatorias.La gran hiperpíasiacelularde estetejido y su

comportamientoinvasivo forman partede las característicásque hacende la

AR una enfermedad con gran potencial destructivo a nivel local.

A continuación se revisarán algunos aspectos fundamentales del

luncionamiento normal del sistema inmune, el estado actual de los

conocimientos acerca de la patogenia de la AR. y finalmente el interés que la

molécula de activación CD69 tiene en el estudio de la AR y otras

enfermedades autoinmune.

IV. a. El sistemainmune

De todas las células que forman parte del sistema inmune solamente dos

tienenreceptoresparaAg ensu superficiey jueganpor tanto un papelesencial

en la especificidadde la respuestainmunológica. Son los linfocitos B

(derivados de la médulaósea)y los linfocitos T (derivadosdel timo). Ambas

células se comportande modo muy distinto: tienen diferentesreceptores

específicosde Ag en su superficie, reconocenAg de distinta naturalezapor

mecanismostambiéndiferentes,y, por último, sus respuestasa talesAg son

tambiéncaracterísticasy propias.

Existen diferentestipos de célulasT que tienen tambiénunadiversidad



Antecedentes y estado actual dcl tc ni a 4

cíe ¡unciones.De un modo amplio sepuedenreconocerdos tipos cíe linlocitos

T. Por un lacio adluellos que colaboran con las ceiLilas 8 y

macrofagos/monocítosayudándolesa desarrollarscts fttnciones cíue son

conocidoscomo linfocitos T “cooperadores”.y p~ otro aquelloscítie tienen

‘unciones específicas cíe lisis cíe célulasinfectadasporvirus it otros pategenos

intracelulares conocidos como linfocitos T ‘cítotóxícos. Todas las células T

Iii acicíras se reconocen porcj nc presentan una serie cíe marcaclore 5 cíe

diferenciaciónen su superficie. Entre ellos destacael receptorcíe Ag cíe la

célulaT (RcT) ~<. La gran mayoríacíe célulasT cíe SP (>90%) expresanun

receptorformado por las cadenas~ y ~ (RcT—uJ3). pero una minoría <<10<4)

expresanun receptor formado por dos cadenasdistintas denominadasy y ¿5

(RcT-ya).TodaslascélulasT expresanademáslas molécíilaÁ CD3. CD?. CD5

y CD7. Sin embargolas moléculasCD4 y CDS definen recíprocamente

diferentessubtiposfuncionalesde célulasT <~. Aciuclías con RcT~cL13/CD4±

son en stí mayoríacélulas “cooperadoras”,mientras cute aquellascon RcT-

u.f3/CDS + son en su mayor Partecélulas “ci lotóxicas’. Por otro lado las

célulascon RcT—’y§ suelenserbien CD8±o CD4/CDW. y estáninvolucradas

mayoritariamente en fenómenos cíe citotoxiciclací. La expresicncíe la isoforma

cíe bajo pe~ moleculardel CD45 (CD45RO) delimita también un subgrupo

cíe células dentro de Ja poblaciónCD4±conocidascomo céictías ‘memoria

v~ cuantose scíponeque seriancélulascine ya han tenido un primerencuentro
con el Ag parael que sonespecíficas.De forma alternativa, las célulasCD4±

que expresanla isoforma del CD45 cíe alto ~C5O molecular < C.D45RA son

conocidas comocélulas“vírgenes” < <Y

1. Activación de los linfocitos T.

La activación de la célula T comprende una serie dc eventos que

comienzancon cl reconocimientodel Ag para el que es específica. la

transmisión cíe tina serie de señales a través cíe la mcmbranacelular. Y VR

último la activación y transcripción cíe una serie cíe genes(lite finalmente

determinanla entradacíe la célulaen ciclo celulary su prol feracic$n. Dcíraníe

esteprocesose producela activaciónsecuencialde más de 70 genesquese
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tracítícenen la regulación(ya seaactivacióno represión)del mismo numero

cíe moleculasen la célula. Todo ello cía idea cíe la compleííclacltiobal de tan

sistema que• finali~ente es responsabledel desarrollocíe funciones tan

importantescomo la citotoxicidad. la ayudaa célulasB parala pmclncc~~ncíe

anticuerposo el control cíe la activacióncíe monocitosy macrófagos.

1.1 Reconocimientodel antígeno y otras interacciones.

Los linfocitos T reconocen el Ag en la superficie de células

presentadoras de Ag especializadas (CPA) a través de su receptor específico

en el contexto cíe moléculasdel complejo mayor cíe. histocompatihí1 icladí

(CMH) clase1 o claseU. El RcT es un heterodímeroen el cual la porcíenque

liga el Ag esúnicaparacadaclon de célulasT. Ambascadenaspertenecena

la superfamilia de las inmunoglobulinas. tienen una única region

transmembranay unacortacola intracitoplásmica.El RcT estásiempreligado

covalentementecon el complejo CD3. cina seriede cadenaspolipeptídicasque

se expresaninvariablementeen todaslas célulasT. Mientrasel RcT reconoce

el Ag. esel complejoCD3 el encargadode transmitir la señalde activacióna

travéscíe la membrana.En condicionesexperimentaleses posibleobteneruna

activación cíe las célulasT medianteel taSO cíe AcM dirigidos contra el

complejoCD3. y estaactivaciónes óptimacuandoexistetín entrecruzainienbo

cíe los AcM por scts porcionesFc por otrascélulas(lo que se consiguecon la

presenciacíe monocitosen el cultivo) o mediantela adhesióncíe estos AcM a

plásticoo macromoléctílas. El lo facilita una activaciónpol iclonal no antí~eno—

específicade los linfocitos T Iii),

El encuentro con el Ag especificoes cina condición necesariapero no

suliciente para la activación cíe la célula T. Este debe ser presentado unido a

moléculas del CMHadecuadas en la superficie de las CPA. Un mayor grado

de restricciónviene dadopor el hechocíe cine las célulasT CD4+ reconocen

Ag en el contextode moléculasclase II. mientrascíue las célulasT CDÑ+ lo

hacenen el contextode moléculasclase 1. De hecho.existe una ínteracci~n
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‘isica directaentre las moléculasCD4 y CDS y las regionesno polimórficas

de los dominiosa3 cíe susrespectivasmoléculasclaseII y clase1. Estehecho

tiene importantes implicaciones en el mecanismo cíe transmisióncíe la señalal

nterior cíe la célula. ya cície asocia por proximidad una proteina—tirosí na—

kinasa específica (p56lck) ligada a CD4 ó CDScon el complejo CD3. Hay chíe

resaltar sin embargo. que la transmisión de señales al interior cte la célula vía

CD4 ó CDS (y por lo tanto vía p56!ck) puede ocurrir sin necesidad cte

encontrarseasociadosal complejoCD3

Aunquela formacióndel complejotrimolecular(RcT—Ag-CMH) escrítica

en el inicio del procesodeactivacióncelular,esnecesariala interacciónde otras

moléculaspresentesen la superficiede la célula1 con susligandos específicos

en las CPA para cine la activación seacompletay efectiva: son las llamadas

señalescoestimulatorias(12) De hecho.la interaccióndel complejo RcT/CD3

con un Ag en el contextoapropiadode moléculasdel CMH pero en ausenciacte

estas señales coestímulatorias clesencadena un estado cíe anergía antígeno-

específicaduranteun tiempo o incluso la delecciónclonal cíe los linfocitos con

esedeterminadoRcT. De ello sededuceque la señaldadapor la activacióndel

complejoRcT/CD3 en los casosen los que no va acompanaclacíe otro tipo de

se~ale5escapazcíe transmitir un mensajenegativoal interior que í’esttlta en este

estadiocíe incapacidadpara proliferar en respuestaa los estimtíios. En base a

esto, se ha clesarrollacIo ti u modelo cíe activación Ii n foc i baria mecíi an te dos

señales(figura IV. 2).

De todas las moléculas conocidashastaeste momento, la vía cíe

coestimulacionCD2S/BY es la más importantey la más estuchada.CD2S es

una glie oproteina homodiméricacompuestapor dos subuniclaclescíe 44 kD

un idas por puentes di sul ftíro. Pertenecea la superfamií i a cíe las

inmunoglobulinas(13) La mayoríacíe las célulasCD4t expres’in CD’S en su

superficie.mientrassólo la mitad de las CDS+ lo hacen.Tambiénlo expresan

la mayoríacíe los linfocitos T con RcT—ya. Se han identificadovarios Ii ganclos

naturalesde CD2S que son llamadosB7-l (CDSO). B7-’ (CDS6> y B7-3. La

moléculaBJ-1 no se expresacte forma constitutiva en CPA (a excepcióíi cíe
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las célulasclendríticas).pero apareceen células B tras su activacionmecliatite

el entrecruzamientocon Ac cíe las inmunoglobulinasde superficieo cíe las

noléculasclase ~ (14.5), en macrófagos tras la acúvación con [FN<y 15

también en linfocitos T activados.B7-2 se expresaen niveles muy bajos en

céltílasB en reposoy seregularápidamenteal alza tras su activación,con una

cinéticaquedifiere substancialmentede la de B7-l.

El efectofuncional de la estimulacióncon AcM anti-CD2Sen células1

humanases similar a las funcionescoestimulatoriasque lorok’een las células

accesorias.En otras palabras,AcM dirigidos contra la molécula CDS

sí nergtzancon una ampliavariedadcíe estímulossubóptimoscomo AcNI ami—

RcT/CD3. anti—CD2. lectinaso ésterescíe I’orbol. y proporcionanuna optíma

produccióncíe citoquinaspor partecíe las células1 así como su entradaen

ciclo y prolíferacion(14.16-1~) . .Jnnto con esto, la estimulaciónvía CD2S con

AcM es capazde prevenir la inducciónde anergiaen clonescelularesT Ag-

específicos cuando son estimulados con Ag y CPA fijadas ( l9}. Como se

comentará más adelante, el estimulo a través cíe CD28 clesencadena una serie

cíe fenómenos intracelulares que son distintos a los desencadenados por la

activación vía RcT¡CD3 y que sinergizan con ellos para obtener una óptima y

completafuncionalidaden la célttla T. Se ha descritotambiénla existenciacíe

otra glicoproteinadenominadaCTLA—4 (tina abreviaturacíe <‘vtÑIvti(’ T-

¡ 9

Célula T

Ni nc/tít etecto
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lx’mnphocvrc-assoc¡atedantigen) de una gran homologíacon CD2S que es

capaz cíe ligar con gran avidez B7— 1 y sobretodo 137—’ Sin embarco.y

diferencia de CD2S. CTLA-4 no se expresaconstitutivamenteen células1

apareciendosolamentetrassu activación.

Ademáscíe CD2S/B7 y CTLA-4/B7 puedenexistir otras moléculas

coestimulatorias.Se ha descrito un antígenoestableal calor. reconocidoen

linfocitos T murinos por el AcM JI 1 cl que tiene también propiedades

coestimulatoría.Las CPA expresanen su superficieotras moléculas<figura

IV.3) que ligan receptoresen la superficiecíe la célula1 participandoen ¡a

adhesióncíe ambostipos celularesdurantesu activación.La mayoríade estas

moléculasno sólo participan en mecanismoscíe acíhesionmas o menos

inespecíttcossino que tambiénsoncapacescíe generarseñalesde activaciónal

interior cíe la céltíla ~ (ti) Es probablepor lo tanto qcíe las célulasT reciban

múltiples señalescíe activaciónprovenientescíe el acoplamientocíe todasestas

moléculascon susligandosespecíficosen la CPA y cíue la sumade todasestas

señales(con mayor o menorjerarquía) sea la cíue determinefinalmente el

Figura 1 y.3. 1 titeraeciót,entrc los
linfocitos r ~- 1 a~ cdtilas pt’tstnia<l<iras iIc’
antígeiio. En esta itixita sC flhiestratl
esqdientaiiCatrieuie alecíttas de las irí~Iécíílas
cj(ic’ p¿irt¿c¿p<in en la ¡nieracetuties entre
células lv células prCsCi]t:ttt¡]iis le



A itíecedeutes y estado actual dcl tema d)

estadofuncional de la célulaT.

1.2 Señalestransmembrana.

Una vez quese produceel reconocimientoantigénicoy las interacciones

celulares comentadas más arriba, la señal activadoradebe traslaclarseal

interior cíe la célula. En estepasojueganun papelfundamentalla fosforilación

y clefosforilación cíe tina serie de proteínas( Ii~ura IV.4). El primer hecho

biocíuímico que se producetras la interaccióndel Ag—CMH con el complejo

RcT/CD3. antesincluso de la activación de la losfolipasaC (PLC). es la
fosforilación cíe una serie cíe proteínasen sus residuoscíe tii’osina a travésde

cli ferentestirosina—kinasas(~<)), Como se ha rc’.fericlo anteriormente,las

moléculasCD4 y CD8 tienen asociadasen sus porciones intracitoplásmicas

una tirosina—kinasadenominadap56lck. Comoresultadocte la asociacionfísica

entreCD4 ó CDS y el complejoRcT/CD3que seproducetras la activación, la

p561ck queda en proximidad a las proteínasque forman parte del complejo

CD3, y en concretocíe la subunidad díue es su stístrato 21} Otra tirosina—

kinasa. la p591Yn, está directamenteasociadacon el Reí. A stí vez estas

Iírosína—kinasas se encuentran fosforilaclas en varios cíe sus residuos Y es

lirecisamentela clefosforilaciónen estossitios la que inicia la activacióncíe la

1956ck. CD4S mediaeste procesode defosforilación a travéscíe la actividad
tirosina—fosfatasacíe su fragmentointracitoplásmico~ CD45 se encuentra

físicamenteasociadoal complejo CD3.. De este modo la interaccióndel

complejo RcT/CD3 con el Ag acerca las moléculasCD4 y CDS a la

proxi miclací con lo cítíe la ~ 6lck es clefosforilacIa por acción cíe la cola

intracitoplásmicade CD45.

La fosforilación de los residuoscíe tirosina cíe la PLC clesencaclenaluego

otra serie de procesosbioquímicosen la activacióncelular ~ ~. Esta PLC

presenteen la membranacelular hidroliza el fosfatidilinositol—4,5—clifosfato.

uno cíe los fosfolipidos de la membrana.produciendopor unaparte inositol

trifosfato (IP3) y por otra cliacilglicerol (DAGY El IP5 por su parte moxiliza
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P tesicILios Ser/Treo residuos riros Ma

tos torilactos lostoril ¿¡clos
(i?aleineurín ¡
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los depósitoscelularescíe calcio ([Ca2~j) contribuyendoal aumentocíe la

concentracionde calcio intracelular ( [Ca24
0) característicaciespLiés cíe la

activación vía CD3. El aumentocíe la [Ca
2~IL junto con la accion cíe la

caimoclulina induce la activacióncíe otra proteína, la calcíneurína.cíue tiene

actividadserina—treoninakinasa.La ciclosporinaA forma un complejocon la

cíclolí]ína e inhibe la acciónde la calcineurinaen este paso.Por otro lacio el

DAG activa la proteína-kinasaC (PKC). otra serina-treoninakinasa que

fosforila estetipo cte residuosen otras proteínas(entreellas la cadenay del

CD3. CD4. CDS y CDI 8). Aunqueen la célula T existen proteínas6

asociadasa la membranay éstaes una vía reconocidacíe mediaciónde señales

¡ransmembrana.no pareceque seauna proteínaG la responsablecíe acoplarla

(‘a-’ ‘<~~ —

1’
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activacióndel RcT/CD3con la de la PLC.

La importanciafinal cíe los mediadoresIP3 y DAG dítaediareflejadaen el

hechocíe que in íitro es necesariala acción cíe ambos para conseguiruna

activactoncompletaen la célula1. La accióndel IP3 puedesersustittiíclaen cl

laboratorio por el efecto de ionóforos cíe calcio cíue aumentala [Cae K.
mientrasque la del DAG se puedesustitttir por ésterescíe forbol que activan

directamentela PKC. Una combinacióncíe ambases necesariapara utia

adecuadaactivación.mientrasque ningunade ellas por separadoescapazcíe

activarel’eetivamentea la célula(It)

Muchas cíe las moléculasque participan en las interaccionesentre

célulasT y CPA transmiten igualmente señalestransmembranacíe activacton

y cooperancon las señalesrecibidasvía CD3 a cíue la activaciónseacompieta

y luncionalmenteadecuada.La mayoríacíe ellas compartenparte cíe las vías

cíe transmisiónintracelularescon el complejo RcT/CD3(aut1íentocte [Ca~l~<

cascadadel fosfatidil inositol y actividadtirosina—kinasa).pero a diferenciacíe

la vía del CD3 no activan,o lo hacenmargtnalmente.la PKC. Por estemotivo

la mayoríaredluierencoestímttlospor estavía parahacerprolilerar a la célula.

Entre estas moléculas se encuentra CD69 qtíe será comentada en mayor

detallemásadelante.

Una excepción importante es la transmisiónde la señal vía CD2S. A

diferencia de muchas cíe las moléculas comentadas anteriormente, para la

transmisión cíe la señal al interior de la célula a través cíe CD?8 no es

necesarta la coexpresión de CD3. y el aumento de IL-? resultante es resístetíte

en parte a la inhibición con ciclosporina A. Este último hecho, junto con la

observaciónde díue el estímulo a través cíe CD28 no aumentade forma

substancialla [Ca
2~1¡cindican claramenteque se trata cíe un mecanismo

diferenteal de CD3. Además.la activaciónvía CD?S sinergizacon estímulos

mediadosa travésde activadoresde la PKC y/o ionoforos de calcio. No se

conocenen detalle los segundosmensajerosque fornían parte de este
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mecantsmo pero la interacción cte CD2S con su ligando natural ¡ ncluce la

loslorilacion cíe residuoscíe tirosinaen proteínasespecíficascíe estavta.

1.3 Activación genéticay síntesisde DNA.

La consecuencia final cíe todos los procesos referidos más arí’iba es la

activación ordenaday secuencialcte una serie cíe genesen el núcleo cíe la

célula T. La dttración cíe tocía esta serie cíe eventos es variable, pero

¿tproxiínadamentepasanentre7 y lO chas desde cítie tina célula 1 recibe Li

primera señalhastaque completasu procesode división. A lo largo cíe este

tiempo se produce la activación y represioncíe numerosos gel~es cícte por su

orden cíe aparici~n pueden ser calificados como inmediatos, precoces y

tardíos. Los genes inmediatos no requieren síntesis de proteínas, mientras los

precoces y tardíos si. Los genes inmediatos y precocesseexpresanantesde la

división celular mientras los tardíos lo hacen sólo después cíe la mitosis. ¡-lay

c¡ue resaltar sin embargo que la activación de la célula T no es tín fenómeno

todo o nacía, es decir. actívacion y expresión cíe marcadores en superficie no

¡mplica necesariamente que la célula 1 entreen ciclo celular y prolifere

clonalmente.El resttltaclo final (entradaen ciclo celular o no) dlepeticlerádel

conjunto cíe señalesrecibidaspor la célula 1 a travéscíe sus múltiples

moléculasen superficie.Cuandoel conjuntocíe señalesrecibidases apropiado

se19rodlucirá la activacióncompletay la proliferacion.Sin embargoes posible

clisti nguir umbralesde activación en los cíue las células son capacesde

expresaren superficieciertasmoléculascíe activaciónpero no sotí capacescíe

adquirirel “compromiso” cíe entraren ciclo y cliviclirse. En el linfocito T este

Ixtísto cíe “compromiso” a entraren ciclo celular viene determinadopor la

activacióndel gen cte la IL 2 (‘5), Esto ecítaivalea decir cute cuandola siltila cíe

señalesrecibidasa travésde diversasmoléculases apropiadase procítícela

activación completade los genes de IL—2 e IL—
9R y la céluía prolifera

clonalmente.En el caso de señalessubóptimasesto no ocurre pero sin

embargola célulapuedeexpresaren su superficie los productosde genesmas



,kntecectentes x• estado aciLtal del tema__ _________ -Y;

precoces que el de la IL-?.

La ‘‘1 lave’’ por tantocíe la prol i feraci ón ccl u ¡ ar en el linfocito T está en la

activaciony expresióndel gen cíe la IL—?. La región “cebadora”deestegen se

Isaesttícliacioexhaustívaínentey seha observadocine contieneal menoscuatro

tegionescríticassusceptiblesde serreguladaspor la activación vía RcT/CDS.

A cadauna cíe estascuatro regtones(fragmentoscíe ADN) se unen pioteitias

activadasen el citoplasmacomo consecuenciade la acción cíe los segundos

mensajeros.Estasproteínasque se ligan al ADN y soncapacescíe modificar

su estadocíe activación se denominan factoresde transcripción. La mas

proxima] de estasregionesseclenominaARRE— 1 (Amigen ReceptorResponse

Elemnein) y a ella se une el factor cíe transcripciónNFIL-?A. Una segunda

región cíe respuestaal RcT es la ARRE-? a la que se une la proteínaNFAT- 1

(NuclearFactor o/A¿‘ti rate¿I TCe/ls).

La resptíestaa los ésterescíe forbol estáconferidapor la existenciacíe utí

sitio cíe unión a la proteínaAP— 1 en estaregión “echadora”del gen cíe la IL—?.

Esta proteína esta formadapor la unión cíe los productoscíe los proto—

&>ncogenes ¿‘—¡os y c’—¡umn. Otra proteínadlue se une a estegen y es inducible

medianteésteres,.cíe lorbol es NE—=B.Por último. la activacioncíe la célula1

vía CD2S en presenciacíe ésterescíe lorbol resultaen la activacióncíe tina

proteína II amadaCD?8 RC ( CD28 Respom¡sii‘e Comp/ex>cí Líe SC tilIC a ti i~a

región especificadel ADN reconocidacomo CD?8RE (CD2’=Respommsmí’e

Elemnent).aumentandola actividad de la regioncebacloray por tanto la tasacíe

transcripcióndel gen de la [U? (Figura IV.5).

Como ya ha siclo mencionadoanteriormentela produccióncíe ¡

constituye. un paso critico en la progresión cíe la célulaT hastala mitosis 24

[U-? se une a su receptor específico cíe alta afinidad IL—2R pero estamolécula

no se expresa en células1 no activadas.El IL-~R se componecíe tres cadenas

polipeptídicas.una cadenacíe baja afinidad cíe 55 kD llamadau <taisibién

denominadaTac o CD25). una cadenacíe afi niclad intermeclia cíe 70 lxi D
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Figura l ~‘.5. .Xctintdón (tel ~en (te la interleuquina 2. Fu esta fi gilda se m¡iest rau esqLieulaitcat)ieute l¿í serie
de eventos intr¿ttííícleares c

1ue se deseiIc’¿iclen¿in dLírat]tc’ l¿i aCtivad’iott del linlííciio Fa iras ds dc) RcI/dlú3 (‘Ni ti

= complejo mayor <le hístueonspatíhiiidad¿ Ac autí’.zenu¿ PKC proteuta k¡ií¿ísa G

llamada 9. y una cadena ‘y c~ue íi.or si sola es incapaz cíe ligar IL—” pero cjue en

unión a las otrasdos cadenasatímentamuchola afinidad por la molécula<¾),

La unión cíe estascadenasforma por tanto la estructuraterciariacon tina alta

a li niclací para la 1 L—?. La ti nión cíe 1 L—? con 1 L— ?R cía lii gar a la fosIon 1 aci oíl

cíe una seriecíe proteínasen susresicítioscíe tirosina ‘t, La suhuniciací§0 j3)

es suficiente para transmitir la señaly constituye por si misma un substrato

para la fosforilación cíe residuoscíe tirosina. Ningunacte las subunicladesque

componenIL-?R tienen una actividad tirosina—Linasaintrínseca,pero el

complejo IL-?R se asociacon una actividadpS6Ick similar a la que desarrolla

(Y luía prc’sentadortt de
¿uit íg Cii (5

NEAT-l NE-kB AP-i CO2SRC NFIL-2A [-2

ARRIE 2 TRE CD2SRE ARRL-l _________
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la asociada a CD4 y CDS.

IV. b. Patogeniade la artritis reumatoide.

Existe un amplio consenso en cuanto a cíue la ¡NR es el restíltaclo cíe la

acc ion en concierto de varios factores herecí i tan os \‘ no he red i tan os

ambientales) que producen finalmente una profunda alteración en la

regulación del sistema inmune. Existen muchas hipótesis sobre los lictores

ambientales y epidemiológicos que podrían jugar un papel en el desarrollo cíe

la enfermedad. Pero a pesar de ser hipótesis plausibles biológicamente. todas

ellas sin excepción permanecen sin verificar. A continuación se i’evisan los

actores genéticos y no genéticos implicados en la etiopatogenia cíe la ¡NR. así

como los aspectos más relevantes cíe la clisregulación del sistema ínmtíne y los

mecanismos cíe producción cíe daño articular.

1. Susceptibilidadal desarrollo de la AR.

Gran parte cíe los trabajos publicados en los últimos dluince anos se han

centrado en el estttdio de las bases inmunogenéti cas cjcie corilíeren la

stísceptibiliciacl individual para la enfermedad:en esliecial.en ‘elación con los

locus HLA—D cíue controlan la expresióncíe algunoscíe los determinantescíe

claseII del CMH <~<>~~ La mayoríade estostrabajossebasanen la hipótesiscíe

dítie un determinadoAg (desconocidoy probablementeno único) presentadoa

las célulasT en el contextode estasmoléculasclase II cíueconferiríancierta

susceptibilidada padecerla enfermedad,los activaríadesencadenandotodo el

proceso(27)

Las moléculasclase II son heteroclímerosformados por dos cadenas

llamadasu y 9. díue se expresanen la superficie cíe las CPA r c~ue estan

codificadasporgenesque seencuentranen el brazocortodcl cromosoma6 en

humanos.Dentrode estosgenes,hay tres bien caracterizados(DR. DP ‘¡ DQ)
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para los que existen moléculas conocidas que se expresan en la superficie

celular (25)

Hace más cte lO años que se empezó a hablar cíe la asociación cíe estas

moléculascon la ¡NR. concretamenteen un trabajoen el cítie se demostrabala

a Ita frecu enei a cíe1 tipo Dw4 clefi n ido mcdiante ctí Itt yo mixto de 1 ¡ n foc i tos

(CML) cii pacientescon ¡NR 29>, En sucesivaspublicacionesse asocióel

riesgo relativo a padecerla enfermedadcon los genesque codifican la

especificidad serológicaDR4. Numerososestudios han apoyadoesta

asociaciónen sujetosde raza caucasíana(donde este alelo aparece

aproximadamentee¡~ ~in66% de pacientescoí~ ¡NR y un ?6% cíe [ti pobláción

control) <3<)), japoneses(31), y negrosalricanos(32> entreotros. pero no se ha

podido hacerlo mismoen otraspoblacionescomo judíos israelitas árabes

(34) ~ determinadascomunidadesindias de los EstadosUnidos 1.’)) En algunas

cíe estaspoblacicnesen las que la ¡NR lid) seasociabaa DR4 seha encontrado

una asociacionalternativacon DRí ~, y en otros estudiosse ha encontrado

una menorprevalencíadel serotipoDR? en la enfermedad(36> sugiriencío que

setrataríatín gen protector

Por tamo no existeun único gen que confiera el riesgo pai~ padecer la

¡NR. o por lo menosno lo existeentre las especificidadescíe HLA clel’iííicias

serologicamente.Sin embargoes posibleclelinir diversassubespecificiclacles

dentro de ellas medianteCML. Dentro del DR4 estassubespecificidadessc

designancomo Dw4, Dxv lO. Dw 13. Dxv 14 y Dw 15 «~. De ellassolamente2

(Dw4 y Dxv 14) muestranuna asociaciónpositivacon la ¡NR en sujetoscíe raza

caucasíana otra (Dw 15) seasociacon ¡NR en sujetos japoneses.mientras

las otras dos mcíestranuna asociaciónneutra o negatívacon la enfermedad

<Dw13 y Dw lO respectivamelite).Curiosamente.Dxv 10 es la subespecificicíacl

más frecuentecje DR4 encontradaentre los judíos israelitas.en los que tío se

encontrabaasociaciónentre¡NR y DR4.

E ti subsiguientes trabajos se han definido las bases moleculares para esta
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asocíacionmás claramentey se han agrupadobajo la hipótesisdel “epítopo

compartido’ <3~~)~ Basándoseen la secuenciacióndel ¡NDN (leí gen que

cocii fica las moléculasclase II ha siclo pasible obtener las cli ferentes

secuenciascíe aminoácidosde las cadenasu. y 9 cíe las distintas moléculas

FILA. Según la hipótesis.diferenciasestructuralesdefinidaspor la cli ferente

disposicióncíe los aminoácidosen la 33 region hi pervariablecíe la cadena

loccís HLA—DRB 1) estaríaninfluenciandola interacciónenti’e la CP1\. el ¡Ng

y el Reí, Los genesque codifican las mo]éculasDR y DQ se encuentranmttv

cerca por lo que habitualmentese transmitenen biodíue. lo díue se cletioniína

un desequilibriocje unión. De estaforma la especificidad serológícaDR4

(codificado por el locus DRB 1) se acompañahabitualmentede DRw53

(codificado por DRB3) y DQw3 (codificado por DQBi y DQ¡N 1>. Sin

embargo.todas las diferenciasque existenentre los diferentessubtipos de

DR4 puedenexplicarsepor la variabilidad del locus DRB 1 y concretamente

poí la variación de diferentesaminoácidoscíe la 33 región hipervariabledel

primer dominio extracelularde la cadena9 del heteroclímero.De acuerdocon

los modelostridimensionalescíe las moléculasclase [ y [ (41.42> se puede

inferir que la 33 región hipervariabiedel primer dominio extracelulares una

zona de vital importanciapara la interacción con el ¡Ng y el RcT ~

Concretamente,la secuenctacíe la cadenaDR9 que estáentreic)s aiinnoaciclos

70 y 74 del extremo N-terminal cíe la molécula es la zona que está mas

expuestapara la interaccióncon el RcT >44>• Las variacionesen estazona

parecenmarcar las especificidadescelularesentre los diferentessubtiposcíe

DR4.

Un hecho notable es que una secuenciaparecida a la de las

subespecificidladescíe DR4 seríacompartidapor DR 1 . la otra especilíciclací

serol~gicaasociadacon AR >45), En conjunto. un aminoácidoglutamínaen

posición 70 y su asocíacion con arginina o usinaen posición 71 (todos ellos

aminoácidosno polares)conferiría susceptibilidadpara la enfermedad.Ello

explicaríaporqueDw4. Dxv 14, Dwl 5 y DR 1 se asociancon la enfernieciacíy

porqueno lo haceDw JO. que presentaaminoácidoscargadosnegativamente

en dichasposiciones.Los pacienteshomocigotosparaestos alelosasociados
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es más probable que padezcan la enfermedad de lorma más grave y mas

erosiva que los heterocigotos (46-45), Otros trabajos cíue también apoyan esta

hipótesis (t), sugieren cíue la secuencia Q2<>—K1~R??~A?3~¡N?4ó Q70-R7 1

¡N?3~¡N74 estarían fuertemente asociadas con la ¡NR. Estos ciatos apuntan a cíue

la susceptibilidad a padecer la enfermedadno estaríaligada estrictamenteal

haplotipo cíe HLA sino a la estructura conformacional del producto proteico

cíe 1 gen. Varios estudics han confirmado una correlación positiva entre

enfermedad y la secuencia de aminoácidos asociada en griegos, chinos y

negros sudafricanos (5<152), Sin embargo aproximadamente el 50% cíe los

pacientesen estassertesno mostrabanningunode los alelosde HLA-DRB 1

asociados a la enfermedad. La hipótesis del epítopo compartido falla también.

o no es capaz de explicar completamente la asociación neutra con DR4

Dw1 3) y los haploti pos DR3 de la enfermedad atando ini hos comparten uni

secuencía similar con Dw4 y Dw14.

Otros autores han propuesto que el residuo en posición 57 de DQB1

puedeser importanteparaconferir susceptibilidada la enlermeclací(>~>. Los

hapiotipos cíe DQwque tuvieran en posición 57 un aminoácido polar se

asociaríancon la enfermedadsegúnestateoria. mientras cíue aciucilos cíue

tienen un aminoácidono polar (Ser. Val o Ala) tendríanuna asociacion

negativa o neutra. Hay otros trabajos publicados que apoyan esta hipótesis: en

uno de ellos <~ se estudiaron las especificidades DQen enfermos con ¡NR y

haplotipo serológicoDR?. Aquellos que tenían un residuopolar en pos¡ciot1

57 se asociabanpositivamentecon la enfermedad,mientrasque aquelloscute

no lo teníanno teníanasoctaciónalguna.Es posiblecíue en el casocíe la ¡NR la

coclificacion cíe estosdeterminadosaminoácidosen posición 57 chi cocion

DQB 1 sea sólo un marcadoru nido al verdaderoresponsablecíe la

susceptibilidad.El papel especificode cadavariante hapiotípicapuedeser

dilerentey máscomplejoque unasimple asociacióndirecta.

No existerelaciónentreAR y moléculasclase 1 pero sí se ha tratadocíe

buscarlacon moléculasclase 111 <55.56), Sanclersy cois. no han encotitraclo

diferenciassignificativasentre la frecuenciade genesde C4¡N y C413 eíitt’e
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pacientescon AR y controles sanos, aunque si había dentro cte los haplotipos

F)R4. en el grupocte enfermoscon ¡NR. aumento del C4B2 y disminución del

alelo nulo C4B~QO <~. DacIo que estosgenesseencuentrancii cieseqítilibrio

de unión con DR4 y HLA—B. es probableque también seanmaicaclores

sectanclarios.

Más interéstiene el estudiode otros genesno HLA que tambiénpueden

estarasociadoscon un aumentode la susceptibilidada padecerla enfermedad.

Las moléculasHLA presentanselectivamentefragmentospeptídicosy sc?

empiezaa conocerahoracómo las CPA procesany fragmentanproteínas

complejashastadegradaríasa estos pequeñosfragmentosy como éstosse

unen a las moléculasHLA <~>. Sin embargo.cadavez hay más ciatosque

apuntana cíue existenotras formas cte procesamientocíe ¡Ng. Las moléculas

FILA clase 11 parecenasociarsey presentarpreferentemente¡Ng proteicos

exógenos,mientraslas moléculasclase1 ptiedenestarespecializadasen unirse

y presentarfragmentospeptídicosde proteínasendógenas.Los péptidosc~tíe

se asocian linalinente con moléculasclase 1 tienen una localización

característicamentecitosólica.Las moléculasclaseII 50fl sititetizaciasy unidas

en el retículoendoplásmicorugosoy circulan a travésdel complejocíe Golgi

hastalas organelasunidasa la membrana.Al tiempo díue. realizanestecamino

van entrandoen contactocon vesículasenclocíticasque contienenpépticlos

derivadosde ¡Ng proteicosexogenos.

Los péptidosque se derivan cte proteínasprimariamentecítosólícas

(sintetizadasendógenai~ente)necesitanser fragmentadosy puestosen

contactocon las moléculasHLA en la vía exocíticade transporte.Utio de los

ciesccíbrimientosmás recienteses que dentro de la region que coclifica los

sienesde HLA clase II se encuentranlos genesque estáninvolucradosen el

acoplamientocíe las moléculasclase 1. Dos cíe estos genes.llamadosTAP

(T¡’anxporter ¡u Antigen Proc’essing) 1 y ?. codifican las subunidaclesde utía

proteínaheterodímérícaque controlaen transportecíe péptidosdesdeel citosol

al retículo endoplásmico. Es en este retículo donde los pépticios
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inmunogénicos y las moléculas clase 1 se asocian.

El estucho del polimorfismo de los genes TAP en pacientes con ¡N R ha

ciado algunos restíltaclos. En concreto la Irecuencia del alelo T¡NP?Á) lO! —

1 693.A es significativamentemayor cii pacientescon ¡NR cíue en controles
¡596>)) Además,en uno cíe estosesttídios.estealelo solo seencontroasociado

a DR4 en pacientescon ¡NR. lo que sugiereque el polimorfismo del gen Ti\P?

lorme partecíe un haplotipo extensocíue es más frecuenteen pacientescon

¡NR. Sin embargo. son necesarios más estudios para con firmar si el

polimorfismo en los genesTAP puedecontribuir como un factor de riesgo
genéticoen el desarrollode ¡NR.

2. Agentesexógenosy AR.

Desdehacemucho tiempo se ha ligado la ¡NR con el virus cíe Epsteun—

Barr ( EBV) con una base puramente epiclemiológica. Se ha descrito la

existencia cíe anticuerposen suerocíe pacientescon ¡NR cíue reaccionancontra

extractos de células infectadas por EBV (61), El EBV tiene una glicoproteina

en su superficie (gp líO) cuya secuenciaGlu—Leu—í\rg—Ala—Ala o c;í u—¡\rg—

¡Nrg-Ala-Ala es similar a la del HLA Dxv 14 y DRI >62> y ambasserían

reconocidaspor los mismos anticuerpos.Hay acleniásotras razonespara

implicar a los EBV en la patogeniacíe la ¡NR. Los EBV son activadores

policlonales cíe las células 13. y se ha descrito una mayor prevaletíciacíe

linfocitos 13 infectadospor EBV en la sangrecíe pacientescon AR 63> Sin

embargo, todas las tentativas de aislar productos del genoma cíe los EBV en

tejido sinovial cíe pacientescon ¡NR haíi resultadoinfructuosas~ y desde

luego, se desconocequé papelconcretojugaríael EBV en la patogeniade la

enfermedad.Otros virus propuestoscomocandidatosa iniciar o participaren

el desarrollode la ¡NR sonlos parvovirus. lentivirus y virus cíe la rubeolaentre

otros (63)

Hay cuadros de inflamación poliarticular muy parecidos a la ¡NR que
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puedenser inducidosen animalesde experimentaciónmediantela inyección

cíe prodttctos bacterianosno viables como mvcobacteriascon advuvantecíe

Ereund o peptidoglicano—polisacariclo de la pared celular del estreplococo en

medio salino. Perolo qcte es más interesante,la enlermeclacíexperimental

puedetransmitirsea otros animalesmediantela inyeccióncíe las célulasT cíe
las ‘atas enfermasa animalessanos<64), Algunos de los clonesgenerados

mediantela inyección cíe los productosbacterianosreconocentanto las

ínycobacteriascomo componentesarticularesnormalescomo,por ejemplo.el

proteoglicano del cartílago articular «‘~>. Van Edeny cois. donaronel ¡ipitopo

reconocidopor estascéittlas T en el Mycobacterium tuberculosisy se

comprobó cíue la administración de este ¡Nc protegía del desarrollo cíe la

enfermedadexperimentala ratas sanas<~>. Se identificó también este ¡Ng

como parte (le las proteínasde estrés( hew-s/wúk />ivieins o [—¡5Ps) cíe 65

kD. Las HSPs son componentes celulares cíue pueden expresarse bien

constitutivamenteen las célulaso solamenteen situacionescíe estres.y cíue

ni uesti’an u tia alta homologíaa lo largo de. toda la escalaevolu ti va > . 1 unto

en serescucariotescomoprocariotes.Koga y cois. han demostradocíue cioiies

cíe células T CDS+ desarrolladosfrente a la proteínacíe 65 kD del

Nlycobacteriumtuberculosispuedenreconocertambién F-¡SPsexpresadaspor

los macrófagosnormalesen condicionescíe “estres” en el contexto cíe

moléculasclase ¡ del CMH. tanto cuandoéstos están infectadospor el

N’lycobacterium como cuandono <65>, Según este trabajo. la expresióncíe

1—15Ps por los ni acról’agosen condiciones normalesud) bastaparaesttitular la

activaciónT y B, qcíepcíededependeren último casocíe la regttlaciónal alza

de estaexpresiónpor péptidosbacterianosexogenos.Bajo coticliciones cíe

estrésla moléculasendógenasson procesadasy presentadasen el contextocíe

clase otitra epítopos1 con íd) que serviríancíe dianapara célulasT dirigidas c

compartidosde HSPsde 65 10.

La HSP cte 65 kD del Mycobacteriumtuberculosises un buen candidato

a ser la proteínaexógena 69> pero no el único implicado en esle ti m cíe

autoinmuniciad.La mayoríacíe los clonesaisladoscíe tejido y LS cíe ¡NR cjue

respondenal Mycobacteriumtuberculosiso la HSP (le 65 KD no expresanel
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heteroclímerodel RcT afl habitual en la mayoría de los linfocitos 1. sino el

otro dímero denominado~a (1k?), Las células cíe este subtipo carecen

también cíe marcadoresde superficie CDS y CD4. Estos linfocitos son

llamadosgamma-deltao célulasdoble negativas,y en condicionesnormales

se hallan en un bajo porcentajetanto en SP como etí LS. Sin embargo,en

algunasenfermedadesatítoinmunesse encuentranen una proporcion mayor.

lo que les ha hechocentrarun buennúmerocíe investigaciones.Estascélulas

T tienen una variabilidad muchomás limitada en sus caclenas’y¿que el RcT

uI3. El procesocíe reconocimientodel ¡Ng al parecerno estátampocomechado

cíe la maneraclásicapor moléculasclaseII <y”). La situaciónes curiosa.~¡s~

seconocenperfectamentela organizaciónde los genesde linlúcitos y¿ de SP

pero se desconocepor completo su función. Sin embargópareceque esta
célula con RcT ‘ya reside entre las célcílasepiteliales y podría jugar un

mportantepapel como primera barrerainmunológica. En este 1 ugar. la

¡ níeccióncíe las célulasepitelialesciaría lugara la expresioncíe ti n tipo n tic? Yo

cíe productodel gen CMH clase 1 que interaccionaríacon el RcT ‘ya y

prox’~caría la tic ti yacion cíe este subt i po cte cé1 cí las y el cíesarrolíO (le Stas

¡unciones~

Tsouifa y cois. han demostradoque los pacientescon ¡NR tienen mayor

ti úmero cíe anticuerpos frente a HSPs de 65 kD cíe NI vcohacteriu m

tuberculosis<~~) y Holoshitz y cols. han aisladoclonesde linfocitos T doble

negativos(leí LS cíe enfermoscon A R cíue son capacescíe reconocery

tesponclera Ag cíe Mycobacteriassin restriccióncíe CMH (15), En otros casos.

existe la evidenciade que determinantesantigénicosseunenal receptor‘yO de

hibriclomashumanosen asociacióna CMH (16), AlgunasHSPscíe las familias

HSP-70secodifican cercade los locus de las moléculasclaseIII con lo c~tíe su

expresiónpuedeestarligada a algunosde estosgenes.Segúnestahipótesis la

exposicióncíe un determinadosubtipo de células T que reconoceríanun ¡Nsi

tanto en células del huéspedcomo en bacteriasexogenas.motivaría su

expansióny el inicio de la respttestainmuneaberranteen la ¡NR ~

Dentro de las poblaciones con RcT ufl presentesen SP. LS y membrana
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sinovial (MS) cíe enfermos con AR también está aumentada la respuesta a ¡Ng

cte Mvcobacterias.y ésta no estárestringidaa pacientescon hapiot ipo DR4

<~. Ha habido varios trabajos en los cíue se ha observado una oligoclonalídací

cíe las poblacionescíe células T presentesen la MS cíe enfermos con ¡NR
>1~).2<)> si enclo posibleen algunode estoscasosdemostrarespeciliciclací frente

a algún ¡Ng, como colágenotipo 11(21> o Mycobacterium tuberculosis <22> lEn

la basecíe estasupuestaoligoclonaliclacíestaríala ideaya repetidacíe cíue tín

¡Ng podría desencadenaruna respuestaespecíficay que el conocimientode

dicho ¡Ng podría tenerscts implicacionesterapéuticascíe caraa Irenar los

clonescíe células T que se expandiríanen su respuesta23.84), Sin embargo

otros trabajosno han podidodemostrarestaoligoclonaliclacíy han eticontraclo

v*laciones heterogéneassimilares a lasencontradasen SP <2=~),El temacte

la cionalidado heterogeneidadde las célulasT en la AR serácomentadoen

mayordetallemás adelante.

3. Inmunoregulación en la AR.

La ¡NR se caracteriza por una persistente actividad inmunológica dentro

de la articulación. Comoha quedado dicho anteriormente se desconoce cuál es

el estimulo etiológico cíue desencadena la enfermedad, pero parece claro que

un lujo continuo cíe células inflamatoriashaciael microambientes¡ novial x•

su actividaduna vez allí. jcteganun papel determinanteen el mantenimiento

cíe este estadode inflamac¡on crónica. En la mayoría de modelos

experimentalesde ¡NR sehipotetizaque las células1 jueganun papel central

en el desarrollocíe la enfermedad.Segúnestasteorías,un hipotético agente

externo artrotopico <virus, fragmentoscíe la parecí bacterianao un

atatoantígeno tal comocolágenotipo II. proteoglícanoso las propiasmoléctal

clase II) serviría cíe estímtílo para la activacion cíe los linfocitos T. Estas

células T activadas de una manera antígeno—específicainiciarían el proceso

nflamatorio y expandiéndosedentro del microambientesinovial reclutarían

otras células inflamatorias (macrófagos. células 13. fibroblastos. neutrófilos)
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c~ite contribuiríana mantenerel proceso.

3.1 Papelde los linfocitos T en la AR.

De hecho, hay una larga serie cíe evidencias cíue sugieren que los

linfocitos T jcíeganun papel fttndamentalen el desarrollocíe la ¡NR. En primer

lugar. y dependiendocíe la localizaciónconcretacíe la célulacorno seveí’a mas

adelante. lc)s linfocitos 1 cíe ¡NR presentan signos claros cíe activacion. De este

modo, la densidaden superficiede las moléculasCD3 y CD4 estádisminuida.

y la expresióndeCD69. HLA-DR, CDIIa¡CDiS (LFAI). CD9, CD49a/CD19

(VLA-í ) y CD54 (ICAM—l) estánaumentadas>sí-93>~ En seguticio itígar. la

clepleccióno inhibición funcional cíe las células1 medianteAcM anti CD4 o

anti—CD5. drenajedel conducto torácico. irradiación ¡ i nfoicle total o

lunfaféresisperiférica disminuye la inflamación sinovial (84.94)~ Tercero. la

asoctacióna determinadasmoléculasclase II sugiereque ciertos que los

linfocitos T estaríanrestringidos en su respuestaa cietermi nados ¡N ~

específicospor estasmoléculas(9=>,Finalmente,en pacientescon ¡NR e

infección por VII-{. en los que las células CD4 están disminuidas en número o

funcionalmenteinactivas,existeuna mejoríacíe la enfermedad>~)Ó>

3.2 Análisis fenotípico de los linfocitos 1 en AR.

La membrana sinovial contiene un gran número cíe células

mononucleares.Entreellas predominanlos linfocitos T. aunquetambién hay

linfocitos B. células plasmáticas.células ciendríticasy célulasde estirpe

monocito—macrofago.Desdeque se cuentacon AcM específicospara

diferentesdeterminantescíe la superficiecelular ha siclo posible caracterizar

fenotipicamenteestascélulas. Así, en la membranasinovial existeuna mayor

proporciónde célulasCD4+ sobrelasCDS+ ~ y estascélulasparecenestar

activacias ya cute expresanCD3 y CD4 con menor densidad < evaluacia

nciirectamentemediantecitometríacíe flujo por Luía menor i iitc’iisiclacl (le

fluorescencia),y la expresiónde CD69. HLA-DR. CDII a/CD18 IFA 1
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CD9. CD49a/CD29(VLA-l) y CD54 (ICAM-i) estaaumentada(tabla IV. 1)

<S1i)2.93.97- 11>3> Por otro lado se sabeque estascélulas expresanen menor

cantidad L—seiectina.que prácticamentetodasellas son células “memoria” va

que son CD~9hri2ht CD7di~. CD45RO+y CD45RALIÍít >21.25. l»4) y son mtíy

escasas las células ‘virgenes’ ~ Se desconoce sin embargo

sí estas células se acumulan en la membrana sinovial como consecuencia cíe

una mayor capacidad dc migración cíe células T “memoria” acti vacias

prex’iamenteo como resultadode la activación iii siW cíe un subgrupocíe

célulasT “memoria” que habríanmigradopreferencialmente.

Las células presentes en el LS cíe AR son también en su mayoría

leucocitos (linfocitos y neutrófilos). acompanaclascíe monocitos.celulas

clenciríticas.células cíe la capaborcicantesinovia! . ocasionalmente.

macrolagos.El análisis fenotípicode los lií1focitos del LS cíe ¡NR ha mostrado

una poblaciónque tiene unascaracterísticasmuy similaresa los linfocitos cíe

membranasinovial, con la importanteexcepciónde una disminución del

cocienteCD4/CD8 respectoa SP y membranade los mismos pacientes.De

hecho, las células presentesen LS son célulasque han migrado desde la

membranay se acumulanen estecompartimentodesdedondevolverían en

algún momento a la SP a travésde los linfáticos. La mayor diferenciapor
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O tC ii Si ct¿id dc >1 dore sc’e nc
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tanto entre las célulasde membranay LS en ¡NR es la mayor prop~rcioi~cíe

célulasCD8+ en esteultimo compartimento.Es posible cíue la razon seauna

mayor capacidadde movimiento en los linfocitos CDS+ por lo cíue su

permanenciaen la membranasinovial seríamenor.aundluetambiénesposible

que existanmecanismosespecíficoscine retenganlas células CD4±en la
membranay los linfocitos CD8±y los neutrófilosen el LS.

Con respectoa los linfocitos de SP. en varios trabajosseha observadoun

aumentocíe células T cíue han siclo activadas iii tiío ( HLA—DR~ ) ¡i~

comparacióncon células1 cíe donantessanos(S1.91,it)5.l<>6>, Sin embargo,no

se ha demostradoen la mayoría cíe los estudiosque e xísta un a mayor

expresióncíe otros antígenoscíe activacion tanto precocese i niermeclios

(CD69. IL-2Ru) comotardíos(VLA-l ) en los linfocitos T de SP de pacicites

con AR <~ 102.lúí), En contrapartida.seha descritola existenciaen SP cíe ¡NR

de una subpoblacióncíe linfocitos CD4+/CD45R0.esdecir, con fenotipo cíe

célula “virgen” cíue sí presentabanuna expresiónaumentadacíe IL-9Ru > <>2>

No obstante,pareceque los linfocitos T cíe SP cíe ¡NR. aunqueno son

completamentenoí’maies.tiendena mostrarmenoressignoscíe activacióncítie

los linfocitos cíe LS y membranasinovial cíe los mismospacientes.

3.3 Análisis funcional de los linfocitos T dc Alt

A pesarde las evidenciasa favor de un papelde los linfocitos 1 en el

inicio y mantenimientode la sinovitis crónica característicacíe la ¡NR. otros

autoreshan postuladoque las células 1 sólo jugaríanun papel marginal en

>4), hipótesis. que niacrófagostodo ello Esta en la los ocuparíanel centrodel

escenariocíe la patogeniacíe la enfermedad.se basaen la paradojacíe díue. a

pesarcíe que las células1 son muy abundantesen LS membranasinovial y

muestranclarossignoscíe activación, las células1 tienen un comportamiento

funcional anormal.

En primer Itígar es sorprendentec~ue junto con los marcadores(le
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activación presentesen la superficiede las células1 cíe membranay LS cíe

¡NR citadosanteriormenteno se encctentrendos cíe los más característicos

como son los receptorespara IL-? (IL-?Ra o CD?5) y el receptorcíe

transferrina(CD7 <~. Es más, la tasacíe pnouiferacioncíe los linfocitos T de

LS o membranasinovial es muy baja (1 <>9.1 it)). como correspondea tina baja

expresiónde CD?5en superficie y a una escasaproducciónde ARNíii de IL-

?Ru (el ARNm de IL-?Ru. es similar al cíuese encuentraen célulasT dc SP

en reposoIt II) Las figuras mitóticasson escasasen la MS y menosde un 19k

cíe la síntesistotal cíe ADN en tejido sinovial ocurre en las células 1 inloides

(112,113) Ademásla mayoríade célulasT que entranen ciclo celulary estánen

fase 5 son células CDS+ y no CD4+ >114) .~Sin embargo, todas estas

argumentacionessolamenteconducena concluir que los linfocitos T de LS y

MS se encuentranen un estadocíe activación “raro”, distinto del que se

constgueal activarcélulas1 in ritro <115), Ello no dluiere decircítie ~ puedan

cumplir determinadasfuncionesque puedenserpotencialmenterelevanteseíi

la patogeniade la enfermedad(21.lt)1), De hecho para muchos autores,este

estadocíe “postactivación” o activacion “frttstracla” podría indicar cute estas

célulashan siclo activadaspor vías alternativasindependientesdel RcT o que

estuvierandetenidaspor algún motivo en este estadoen el CtIF5O de tina

activaciónvía RcT (102.l16>

En segundolugar ha llamado la atención la escasadeteccióncíe

productossolubles derivadoscíe las célulasT en la sinovial de ¡NR. En
ensayosllevados a cabo sobrecélulas de LS y/o membranasinovial no se

detectaproducciónde IL-?. IL-3. IL-4. IFN-’y o TNF-9 ) 111.111.II2), todasellas

¡ mportanteslinfoquinas producidaspor las células 1. Por el contrario.

cli ferentesproductosderivadosde macrófagos.comoson IL- 1. TNF-u. iL-6.

GN’l—CSF (factor estimuladorde coloniasgranulocito-macrofágicas).M-CSF

(factor estimuladorde coloniasmacrofágicas).prostaglanclinaso colagenasas.

son muy abundantestanto en LS comoen la membrana>1 19), Todaselias soíi

también importantescitodluinas proinflamatorias Y dleseíi~peñanun papel
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¡mportanteen la patogeniade la ¡NR.

También sería esperablecítie la población cíe 1 inlocitos 1 cíe LS o

membranasinovíal estuvierarestringidacid)nalmente:es decir,en respliestaa

un determinado¡N~z salo los linfocitos con un RcT especílicose expandirían

clonaimentedentro cíe la articcílación. Hasta ahora los estudios ‘eaiizaclos

utilizando sofisticadastécnicasde biología molecularhan ciado resultados

muy dispares.Algunos trabajoshan mostradociertasevidenciasde clonaliclací

en el RcT. en concreto la presenciade RcT Vgl4 en LS pero tío en SP de

pacientescon ¡NR (120) sugiriendola participacióncíe un superantígenoen esta

restricción. Esta hipótesis ha siclo ampliadaen otro trabajo en el que

preseleccionanclocélulas T lL~2R+ cíe tej ido sinoví al se encontró un

predominio cíe células Vg3±.V13 14+ y V[3 17+ ) 121), Todas estascacietias f3
compartenademásuna misma secuenciacíe unión a superantígenos.

Posteriormentetambién se ha demostradoc~ue un superantí~enocíe1

NIx’c’oplusnia art/,ritidis activapreferentementecélulas1 Vg17+ ( 22>, Fi’ente a

estosesttídios existen otros muchos trabajosdíue no han podido cic=mostrar

ningunaoligoclonalidací (2~ 86 t~3- 126> Ello no necesariamenteimplica cíue

dichaoligoclonalidadno exista.Es posibleque la aproximaciónno sea la mas

correctapara detectaroligoclonaliclací. De hecho se podría pensarque el

númerode célulasantígeno-específicas.y por lo tanto oligoclonales.presentes

en el LS o membranaestepor debajodel umbral que estastécnicaspueden

detectar(aproximadamenteun 1<4). La mayoríacíe los estudiosestánhechos

con célulasobtenidasbien de LS o membranacíe enfermoscon ¡NR de larga

evolución, con lo cíue la población linfocitaria global obtenida pcíecle estar

distorsionada<121) no siendo totalmenterepresentativacíe la cítie se obtendría

en los primerosestadioscíe la enfermedad(125> Por otro lacio, y como se ha

comentadoanteriormente,seriaposiblecícte las célulasi niciaciorasdel ~

no fueran cletectabiesutilizando “sondas” especificaspara las cadenasti o [3

del RcT. Hay que recordarque tanto las HSPscomo determinados¡Ng del

N4vcobacteriumtuberculosiscítilizan RcT ‘y6. con lo cíue escaparíancíe un

análisiscon estametodología.Fi nalmente. la activacióncíe 1 os liii loc i tos 1 en

presenciacíe determinadossuperantígenospodría ser cli ferente a la cíue se
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produceen presenciade los Ag clásicos.En conclusión,la presenciao no cíe
ol igocionalícladdentrocíe las célulasT cíe LS o MS cíe ¡NR esun temacute esta

tociax’ia por cerrary por consiguientees difícil extraercíe ello cotíciusiones

globales.

Un último argumentoen contrade la célcila1 comoeje vertebraciorcíe la

patogeniacíe la ¡NR es cíue los tratamientosempleadosque van directamente

dirigidos contra la célula1. aunqueproducenuna mejoríacíe los síntomas,no

tienen una respuestacompletay ademáses limitada en el tiempo. Se postula

cínc un método másracional de tratamientoiría encaminado a i ji rej’rtí mpir el

lujo cíe célulasmononuclearesa la articulación y controlar la activacioti cíe

fi broblastosy/o macr~fagos.Sin embargotajes lii pótesis estánaún p<r

desarrollarY’ no constituyentina contradicciónvii’ sí mismasa la teoríacíe las

células T como centrodel desarrollocíe una respuestainmune anormalque

conlievafinalmentea la destrucciónarticularpor mecanismoseíí los que otros

muchostipos de céltílaspuedenjugar un papel igualmenteimportante.

3.4 Mecanismosde migración linfocitaria en AR.

Las interaccionesentre los linfocitos T y otras célulashan centrado

durantemuchosañosla discusiónde la patogeniade la ¡NR Sin embargo,no es

menosimportanteel papel jugadoporel encloteliovasccíiaren la inliltracion cíe

la membranasinovial por las céltílas inflamatorias. De hecho. cítírante la

ti flamación crónica el endoteliovascularexpresareceptoresespecíficoscítie

aumentanla capacidadde adhesióncíe las célulasmononuclearescíe SP ) 22>

Como consecuenciade un estimulo inflamatorio mantenido,el encloreliocíe las

venasposteapilaresdel tejido sinovial cambiasu morfologíay se transforííiaen

tín tipo especialdenominado“vénuiasenclotelialesaltas” (MEV) 1 “>> Estos

cambiosson reversiblestras la administracióncíe medicaciónremítítíva. aun

ccíancio el infiltrado 1 infocítico permanezcamas o menosestableen la

membranasí novial (130), Es posible cíue el tráfico cíe cél las se reali ce

exclusivamentea travéscíe estaszonasespecializadasdel enciotelio. y el
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mantenimientode esta morfología especialciepenclede hecho del tráfico

continuocíe célulasy de la produccióncíecitodluinascomoTNF—o’. e 1 FN—’¡ (131)

tvldtclías de las moléculasque participanen los mecantsmoscíe adhesión

entrecéltílas1 y otro tipo cíe célulasmononuclearesson tambiénresponsables

cíe la acíhesioncíe estascélulasal endoteliovasculary cíe la migraciena tí’aves

del mismo. Estas moléculasse distribuyen en tres grandesfamilias cíe

moléculascíe adhesión,como son las superfamihiascíe las i ntegrinas.

inmunoglobulinasy selectinas<tabla IV.?).

Hay que resaltar también que es probableque muchas de estas

nteraccionescelularesno seatíexclusivamentelenomenosp~~’~< sitio que

contribuyana transmitir señalesde activaciótí a travéscíe la membranaa

ambascélulas. Por ejemplo, la interacción de LFA- 1 y VLA-4 con sus

correspondientes 1 igandos ICAM— 1 y VC¡N M - 1 o fi bronectiu a

respectivamente,contribuye a proporcionarseñalescoestimulatoriasa las

células>132.133) Los receptoresde adhesiónen las célulasendotelialesse

regulanal alzacomoconsecuenciade la acciónde citoquinasproinfíamatorías

(IL- 19 y TNF-u) y endotoxina.A su vez, los liganclos específicosen las

célcílasmononucleares.que en scí mayoría se expresanconstitutivamente.

suiren una regulaciónluncional mechadapor los estímulosactivadores.Tal cs

el caso de VLA-4. VL¡N-5. VLA-6, LFA- 1 y Mac- 1. pero no cíe CD?,

selectina-Lo CD44 (134.135)

LI procesode migración transendotelialpuedediviclirse en dos etapas.

En un primermomentoseproducenuna seriecíe interaccionesno esiablesque

contribuyena enlentecerel flujo cíecélulas.Las moléculasrespo¡ísablescíe las

mismasparecenserpor un lado las selectinas—Ey -P y su interaccióncotí la

seiectina-L(136) En un segundopasose produceninteraccionesmásestables

lu¡íciametitalmenteentrediversasintegritías en las células mononuclearese

ICAM— 1 en las célulasendoteliales.Duranteesteprocesoseregulaa la bajala

expresiónde selectina-Ly se regula al alza la expresiónde Mac- 1 y LFA- 1.
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sufriendoestos últimos también una activación fctncional. Otras ínuchas

ínoléctilas de adhesiónpodrían pai’ ci ¡.xr en este proceso.c’onformando it ti

sí stema redundante. Sin embargo,un numero menor cíe molécu las

participaríanen el procesocíe migracióntransenclotelíaly en la actualidadsalo

la pareja LFA- l/CAM- 1 y la moléculaCD44 han siclo implicados en ello

13 1. 132)

Todo esteprocesopuedeestarcontroladoa travésde unaseriede señales

proporcionadaspor mediadoressolublesproinflamatoriosproducidospor las

células endoteliales. linfocitos T y monocitos presentesen e ¡ te ji do

nfl amatorio. Entre el los destacanla 1 L—8. RANTES (Reg’u¡lcaed opon

A ci ivaíion. A/o rina! T E.vpressed.¿md Ser’¡‘cred). NI CP— 1 (proteína

quimic)tactica para monocitos) y NIIP— 1 u. y —43 (proteínasi n ilamatorias

macrofágicas).Todas ellas son cítoquinas cíe muy bajo ~C5O íi~ole¡iu lar y

1 ¡enencapacidadde c1uimiotaxistanto paramonocitoscomo paralitífocitos (a

excepciónde MIP— 1 que sólo tiene actividadfrente a motiocitos)<139), Todos

los hallazgosstíw eren cí tic estasmoléctílas pi egan un mportante papelen la

extravasaciónde célulasa los lugarescíe intiamacton.

Las célulasendotelialesde ¡NR hiperexprcsanICANí- 1 . VC¡NM- 1, y

seiecti nas—E y — ~ (14<). 14 >~ Todos ellos puedendesempeñari tnportantes

luncionesen el procesocíe acíhesiony migración transendotelial.pero el

hechocte cíue AcM anti—ICAM— 1 seancapacescíe abolir totalmenteel pt~ces~

cte migración transendotelialcíe los linfocitos ¡o tilín >135) y c¡ue hayan

demostradotambiénsu utilidad para modificar la enfermedad ~j1.0>142)nl

sugieredlue ICAM— 1 juega un papel fundamental.Lina fracción cíe los

linfocitos 1 cíe SP cíe pacientescon ¡NR expresaLEA— 1 ya activado

luncionalniente(lo que no ocurreen SPde sujetosnormales)y p<>i lo lamo es

competentepara ligar ICAM— 1 en el endotelio. lgttalmente una fracciótí cíe

célulasT de LS y MS de AR expresanla forma activadade VLA-4 que es

capazcíe ligar fibronectina ni litro (92), Todo ello implica ci tic las células

mononuclearesde ¡NR tiene unacapacidadcíe adhesiónaumentadaque puede

facilitar su migración al tejido sinovial. Si ello ocurrecomo consecuenciacíe
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la recirculaciónde célulasque han sido previamenteactivadasen el tejido

sinovial d) por la activaciot1cíe las ni ismase ti sitios cii stantescíe 1 a mcm1-ra tía

sinovial es algocgteestáporestablecer.

De todo lo expuestohastaaquísededuceque el procesocíe ¡‘ntgracíóíí cíe

células intiamatoríasal tejido sinovial no esun fenómenopW1\’O y cHíe. por lo

tanto. el hechode qcte las célulasactímuladasen membranay LS tenganun

determinado fenotipo puede estar relacionado con su capacidad de migración

especifica.Es poco probableque las células que se acumulanen la sinovial

seancélulas vírgenesCD45RA+ que luego diferencian ¡u sitj> a células

iííemoríaCD45RA-/CD45RO~.Porel contrario las célulasCD4~/CD45RO~

tienen una mayor capacidadcíe adhesiónal encloteuio (1431 y cíe migraclon

¡ransenclotelial~ Sin embargono todas las célulasCD45RO+diLlC circuían

en SP tienen la mismacapacidadde migración. En particular. las cítie reúnen

u tías característicasfenot ípicas cíe CD29hrY~t/se¡ ecti ti a— L~’</CD7’t sou las

cjue mayorcapacidadmigratoriaexhiben(145) y ello muestratina íííuy buena

correlacióncon los hallazgosen membranay LS cíe ¡NR >21), Uuía observacion

mportantees díue la actiyación del enclote1 io medianteci toc~u i nas tío

afluenciala cualidad cíe las célulasque migran a travésde él, y sólo parece

nfl uenciar la cantidadde céltílas que migran. Por otro lacio, tío exísten

diferenciasentre las células con especialcapacidadpara nuigrar entre

pacientescotí ¡NR o sujetos normales,con lo cítie la capacidadlíiigratoría

pLíreceseruna cualidadintrínsecacíe un determinadotipo celular(144)

En resumen,la actividad cíe todos estos receptorescítie íííeclian

‘enóníenoscíe adhesiónentre las células nionontíclearesy cutre éstasy el

encloteliovascularparecentenerun papel relevanteen la patogeniacíe la ¡NR.

Ello no sólo ocurre a través cíe mecanismosmas o menos inespecíficoscíe

adhesión,si no que tambiénpuedenproveerseñalescoestimulatoriascíe

activación.El interéscíe todosestosfenómenosno esmeramenteelucubrativo.

SI no cute tambiénpodríantenerimportantesimplicacionescii el desarmolío cíe
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nuevasterapias(146.t4’7),

3.5 El papel de otras célulasen la AR.

¡Ncieuííás del papelcíe los linfocitos T y los macrófagosen el desarrollo

de la A R. otros tipos celularespuedentener cierta re ievanc¡ a cii las

alteracionesde la inmunoregulaciónque se produceen estaeuíferníeclacl.El

desarrollofinal de la lesión y la destrucciónarticular se comentaraííías

acielatíte.Ahora vamos a centrarnosen el análisis cíe las alteracionescíe los

litífocitos B en la ¡NR. y del papeldíue pudieranjugar las célulascleticíríticasen

el desarrollode la enfermedad.

Los linfocitos 13. funcionalmenteanormales,parecentener tu cierto

papel en la patogeniacíe la AR. De hechocélulas cíe estirpe B expresan

antígenoscíe activación intermediosy tarcííos y secretanespo¡ítáneaníente

lactoresreumatoides(FR) tanto en el infiltrado sinovial <145.149) como en SP

104.15<). Sl) Jctnto a ello se ha descritola hiperexpresióndel antígenocíe

activaciónprecozCD23 (FCER-Il) en SP (152) ~ membranasinovial >153), y

tLtmbién se encutentranníayorescantidadescíe CD?3 solublecii SP >154> y LS
<155) cíe pacientescon ¡NR. sugtrtencloque estasanorníaliclaclesfunciotíalesse

euícuentranpresentesya desdelas fasesinicialescíe la activación 13. La razon

cíe estaactivacion puederesidir en que las céluilas B cii la ¡\R parecetíser

especialmenteeficientesessus respuestasa diferentesseñalesproporcionadas

por las células1 <156), El hallazgode utí aumentode la expresióncíe CD?3 en
SP y membrana,pero no en LS podría estar indicandoque la ¡NR es uutía

eíífermeciadcompartimentalizacla.en la que los linfocitos 13 serian activados

cii respuestaa interaccionesdirectascon las células T dentro cíe la sinovial

pero recircularíana SP con mayor facilidad. teniendouna níayor i íííporuaííci a

patogéííicaen el desarrollode las manifestacionesextra—articularescíe la

enfermedad.De hecho la existenciacíe FR. que fi nalíííente refleja u tía

hiperactivicladícíe las célulasB. se ha ascciacloa un pecír proii~stico y a la

exístenciade manifestacionestalesCO~() vasculitis. Mucho se ha trabajado
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sobreel significadobiológico del FR. pero con independenciadcl desarrollo

<le manifestacionesclínicasdependientesdel depositocíe iniíiuunoconíplejos.

su papel en la patogeniacte la ¡NR pareceser iiníitado. Es posible cíue la

existenciacíe un FR alto solatííenteesté inclicajíclo que las células B estatí

siendo activadaspoliclotíalmetíte en el curso cíe una clístuncion cíe la

nniunoreguiacionmuchomásamplia.

Las célulasdendríticas(CD) son célcílas con una forma estre1 lacia

característica,probablementerelacionadascon los macrófagos.Son incapaces

attndlue pueden presentar /\gde desarrollarninguna función fagocitica.

solublea las célulasT. iíídtíceíí proliferaciónen estasmistííascelulas.generan

células cooperadoraspartiendocíe poblacionescíe Ii nlocitos 110 priii~acios Ni’

metííoria. y por último conducena las células 13 a diferenciar Y’ producir

anticuerpos(151), Presentanun gran numero cíe niolécuiasen su superficie lo

cítie las haceserlas CPA más potentesconocidas>152) De hecho, inuclías cíe

las moléculascíueen otras CPA aparecensólo tras su activaciónse expresan

en las CD cíe fornía constitutiva y con una gran cletisiciací. Constituyen

aproximadamenteun 7-10%cíe las célulaspresentesen LS cíe /\R <í5~)), lo cpie

suponeuna concentracion10—20 vecesmayor cíe la que hay en SP. También

existenCD en la níembranasinovial distribuidas tatíto a lo largo cíe la capa

borcícantecomoen zonasperivascularesdondesc agrupanlvrmandomci mos

con las célulasT (16<). 161) Algunos estudioshan sugeridoque el primer

fenómenocítie octtrre en el desarrollocíe los infil tracIos 1 infopiasmoci(arios es

la acumulacióncíe una subpoblaciónde CD activadasseguidocíe un cambio

morfológico en el endoteliovascularpara adoptarla fornía característicacíe

“vénuiasenclotelialesaltas” (162) Lasacrupacionesde CD cotí células1 en SP

nc luyen tanto célt[ias CD4 como CDS. Estasagrupacionesceirí lares se

lormancíe modo espontáneoen LS y difieren con los cíe SP cii díue seobserva

tilia mayor proporcióncíe células CDS+ <163), La potetíciacíe las CD en cl

ciesarrollo de funciones cíe célcíla accesoriaY’ su presetícíaen nutííero

au meti tacto (attncíue no mayoritan o) en el ambientesinovial sugierencítie
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putedlentenerun importantepapelenel desarrollocíe la ¡NR.

3.6 Destrucción articular en la AR.

La principal característicatisuiar cíe la AR es la destruccióncíe la matriz

extracelular.un procesocíue dependeen gran tííeclicla de la acción de una

familia cíe enzimasproteolíticasque se conocencomo metaloproteinasas.El

sustratosobreel díueactúanestasenzimasdifiere cíe una a otra. La colagenasa

ciegradacolágenotipo 1. 11. [II. VII y X en su forma nativa cíe triple hélice: la

gelatiii asa por su partedegraclacolágenodesnaturalizado.La estromelisitía

tiene un ámbito cte acciónmásamplio. Este sistemacíe enzimascleuraclacloras

cíe la ¡ííatrizextracelularestácontroladoin vivo por la accioncíe un sistetííacíc=

nhibictoresconocidosCO~() “inhibidores tisularescíe las tnetaloproteinasas

cíe los que al menosdos seencuentrancaracterizados(TIMP- 1 y TIMP-1).

En la membranasinovial cíe AR existe una gran cantidad cíe

estromelisina,colagenasay TIMP- 1 < 64.165), Utilizando técnicas(le

hibridación iii situ se ha clemosíraciocíue la mayor fuente cíe todas estas

eun mas se encuenU’a en la capabordícante sinovial >166) Se ha cientostracio

queexisteuna desproporciónentrela presenciacíe estromelisinay colacenasa

por cín lacio y de IIMP— 1 porotro en AR pero no en artrosis.ciotícle todasestas

enziníastambiénsotí detectablescii la membrana.Diversasc¡toc~uinas ute~aíí

un importante papelen el control cíe la expresionde los genescíe estas

¡anmas:por utn lado IL— 19 y TNF—a aumentanJa expresióncíe estrotiíelishnLi

y colagenasa.teniendopoco o ningún efectoen la expresióncíe TIMP- 1 . Por

el contrario, la IL—6 es un potenteactivadordel TIMP— 1 y lío tiene electo

sobre las otras enzimas(161) En cualquiercaso.. dluedla mucho por cotiocer

sobrelos mecanismoscíe regulacióncíe la produccióncte metaloproteinasasy

sus inhibidores, y en concretosobre cuál o cuálesson los mecanismosque

fi tía 1 iííeíí te llevan Ll la clisreguí LIC iOii cíe estesistemay a la clestruicci oh ti suí ial.



A it teceden íes y estado actual del tem 47

IV. c. La molécula CD69.

El análisis cíe la expresión.regulacióny funcionalicladcíe la molécula

CD69 en los linfocitos 1 de pacientescon ¡NR constituye el centro de este

trabajo. Ello justifica cíuedediqueniostina atenciónespeciala esteantígenocíe

activacion.

Comoha siclo coníentado anteriormente, el proceso de activacióíi cíe los

linfocitos T suponela transcripciónsecuencialy ordenadacíe tui tiumeroso

grupo de genes.De todos los antígenosde nuevasíntesisque aparecenen la

célutia 1 durantesu procesode activación el cíe expresiónmás precozes

CD69. apareciendoaún antesque antígenosque eran consideradoslos mas

tempranoscomo IL—?R o 4F2. Esta molécula cíe activación fue descrita por

cttatrogruposcíe trabajodistintospor lo que ha siclo denominadaEA!. MLR3.

¡NIM. y Leu-?3.

1. Descripcióndel CD69.

En 1986 Shu Man Fu y cols. describieronuna moléculaque aparecíaen

la superficiecíe un 6—7% cíe los linfocitos T cíe SP en reposoy c¡ue tuas ser

estítííulacloscon PMA (Forbol Miristato Acetato. un éster cíe forbol se

expresabanen cercadel 90% cíe ellos en tan sólo 30 minutos p& lo cítie [tic

denominadoEA 1 (Ear/v Adía/ion Antigen 1) <165), En 1987 Bargeiiessíy

cois. investigaron la estructctray futícionaliclad cíe un antígenocíe activacion.

dítie era reconocidopor un anticuerpomonocionalcíe ratón que cienoiiíinaroti

N4LR3 169) Este antígeno.ausenteen la superficie cíe lcs linfocitos T y

tímocítosen reposo.seexpresabaen los primerosmomentosIras la activación

con fitohemaglutinina(PHA). En 1988 cl grupo del Prof. Sánchez-N4aclricl.

estudiandola posibilidad de que las células1 pudieranrecibir señales

¡ncluctorascíe proliferaciónmedianteAcM dirigidos contradistintasmoléculas

cíe superficie. aislaroncinco AcM dirigidos contrauna misma moléculaque

aparecíaa las 3 horasdel estimulo activadory que denominaron molécula
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inductora cíe activación” (AIM) (tíO) En ese mismo año el grupo cíe Phillips

cl escribió Ltfl ¡Ng. Le u —23. cl ute aparecíaa las 6 Ji oras<le esti ni nl ar al gLi iiOS

linfocitos 1 y célulasNK con IL-? (111),

Desde el año 1989 estascuatro moléculas

cienominacion cíe “antígeno CD69” <11’) por poseerLilia

u¡ías característicasfuncionalessimilares.

se agí’upan bajo la

cli sDi bucion c’e 1 u)>nr \‘

2. Estructura molecular del CD69.

El CD69 es una glicoproteina homodiméricacíe níembrana.formadapor

dospolipéptidoscíe 39 y ‘S kD unidospor puentesdisulfuro. en la que se batí

identificadocuatroepitoposdistintos.Tres cíe ellos estánsituadospor fuieracíe

la membranaplasmática(sitios El —E3). Y’ uno es intracelular(sitio 1) estando

probablementeimplicadoen la transmisióncíe las señalesde activación 113>,

Esta proteína

ADNc obtenida en

con una topología

tertiiinal ). trLlnsme

son el resultado

aníinoácicíosque

ha sido recientementedonada<114<16) La secuenciadel

estoscsttídios predice cina í.woteina cíe 199 aiííinoúcicios

transmembranacíe tipo II con dominios extraceluiar(C—

mbranae i ntracelu 1 ar (fi gdíma 1 V.6) . Los dos hoiííoci íííícros

cíe una diferente glicosilaciotí cíe estLl proteitía cíe 199

estácodificadapor un Étnico gen. Estos productospuiecleuí

Figura ¡‘¿.6. Estructnra dcl CD69 huniatio. Las (reas erise~
corresponden ¿¡os tiiitiiini¡¡s de lttnot¡ a c¿irbol¡idi¿i¡os¿ os

círcitlos tiegrus repiescntati anteaies ligados. SS indica l¡¡s
puentes rtisulkiio etitre :íuib¿ts c¿ttleuas y 1> lcjxcsciti¿i tos sílio.

tIc losloiilac¿ou coitstitiiii\¿i E:í ditetcitci¿i tic t¿iitt¿il¡ii tic los
cíteulus ¡cotos itítíje:, la e]ic<¡si [¿iciótí(>iiciet]cutl de la irol¿’eíil¿í
tic C069 !iut¡¡¿i¡i¿í
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unirse formando dimeros de ?8-?S.?S-3~ y 3~-32 kD. El significado

funcional y estructtiraicíe estaheterogeneidadesclescotiociclo.¡NmbLts cacicuias

se encutentranfosforiladasconstittttivamenteen sus resicítioscte serma.En los

¿¡O ati~inoLIcidlos cíe su porción intracelular.existenocho resicluíoscíe serinLt. cíe

los cualeslos residuosSert5 y Ser3<~ represetítanlugarescíe losloil iacion bajo

la acción cíe las enzimascaseinkinasaII (CKII ) y proteína—kínasaC 1 PKC).

Estepatróncíe fosforilación tietie importantesimp 1 icaci otíes cii ¡ a tausiii 15 to u

cíe señalesa travésde la membrana.

El ARNm codificadopor el ADNc de CD69 es rápidaníenteinducido y

degradadodespuéscíe la estimulaciónlinfocítica. Este patron cíe expresíoii

genéticaes muy parecidoLII de los proto—ou cogeu es y 1 LI lii ayoría cíe las

ci toc~ctitias derivadascíe linfocitos, siendo claraníentedistinto al cíe otros

antígenosde activación linfocitaria talesconio IL-?R y CD7 1 que uíuestran

tinas cinéticasde activación y degradaciónmás lentas. La expresiónen

superficie cíe la proteínaCD69 persisteduranteniás tiempo sin embargo,lo

cíue se debe a su alta estabilidad y resistenciaa los mecanistííosde

degradaciónproteolítica.CD69 tiene tina alta homologíacon otras ííoiéculas

cíe la superfamiliacíe las lectinas animalesíipo—C (Ca2~ dependiente>de

receptorestransmembranatipo II. entre ellas CD?3 (uííí ¡Ng cíe activaciónde

células 8) y NKG? (un Ag de activación específicode células NK). Se lía

demostradocíue los oligómeros tipo II díue expresatídominios cíe uiuión a

ecLi lías ti po—C están i uvolucraciosen la encloci tosis y dlegradiacuní cíe

glicoproteinasasícomoen la defensainmunológica innatamediandola tínión

cíe residuoscíe azúcarde la superficiecelularde bacterias,parásitosY’ hongos.

Sin embargo.el reconocimientode carbohidratose¡í la sLlperficie cíe otras

célculas no es necesariamentela única característicacíe estafamilia de

receptores.ya que CD?3 y CD7? también se unen a estructurasprotetcas

definidascomoCD?l y CD5 respectivamente.

La homología de CD69 es más marcadacon unos miembros de la

familia cíe receptores cítie con otros. Concretamente con los antígenos Lv 49.

NKR—P1 y NKG? tío sólo comparte una alta honiología de secueucía y la
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misma loealízauón cromosomica. sino que todas ellas son lionioclinieros

formados por glicoproteinastransmembranaúnicas tipo II Y’ son capacescíe

generarseñalesintracelulares.Sin embargo.CD69 parecerepresentartina

moléculafu,icionalníentedistinta por suí distribuición celular(más tinipiiu que

sushomologos)y los redluerimíentosparasu expresión.

3. Células que expresanCU69.

CD69 se detectaen un pequeñoporcentaje(menordel 7%) de linfocitos

T. ¡3 y célulasNK de SP (le sujetosnormales.Tí’as estímulo con PMA se

expresaen prácticamenteel 100%cíe los linfocitos de SP. correspoííclie¡ícioel

mayor porcentajey la mayor intensidadcíe expresióna las células T. La

ausenciade CD69 cíe los linfcycitos de SP (LSP) contrastacon suí expresiónde

[orma constitutivaen cli ferentesórganosliii Mí cies. ¡Nproxi madamente u ti i ~

cíe los tiniocitos totalesexpresaCD69. Utilizando técnicascíe doble íííarcaje

se detectaexpresiónde CD69 en el 50% de los timocitos C D3±/CD1~

(níeduilares)en reposo.mientrasque no se cleteciacii los timocítos (?D3

¡CDI — (corticales),Es interesanteresaltarpor tanto díue CD69 se expresaen

utu subgrupocte timocitos maduros.Tras la activacioncon PMA seexpresacii

uní 80% cíe los timocítos totalesy en más dic un 60% cíe ambossubgrutpos.Se

desconocesi los timocitos CD69+/CD3+secoíííportaííftincio¡íai níentecíe una

lorma cl¡stínta a los timocitos CD69h’CD3+ o a los linfocitos cíe SP CD6T

/CD3+. En amígdala un ??% cíe los linfocitos totales expresan

constitutivamenteCD69. Etítre ellos, los cítie lo expresanen un níavor

poi’centaje x’ con mayor intensidadson los cíe los centrosgerminales(células

CD3+). luego los cíe la zonaparacorticaly por último las célulascíe! iiiatito

(células 13). Despuéscíe seractivadascon PM¡N tanto las células1 coííío las B

acídluierenCD69. Pareceprobableque la expresiónde CD69 en uí¡í sub~ruípo

cíe los linfocitos cíe los órganoslinfoides inciique que estascélulas estan

soníeticlasa un procesocíe activación. Alternativamente,se podría especular

con cítie CD69 es adquirida por los linfocitos nra i nteracciotíarcoii otras
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célulasdurantesusprocesosde migracióny alocacióntisular >11>.

CD69 también se expresaen precursoresmieloicies de la níeclulaosca.

neutrófilos y cosinófilos activados, monocitos circulantes, células cíe

LangerhLuis y pladítietas<115.19) pero tío etí eritrocitos ni en orgatios tío

línloicles como piel. hígado,bazo, riñón, pulmón o cerebro<117>

4. Regulaciónde la expresiónde CD69.

La expresióncte CD69 se inducerápidamentetras la estiníuiació¡i del

complejo RcT/CD3 en las células T. el entrecruzamiento de la

inmunogiobulinade superficie (lgS) en células 13 y por II —~ IFN-u. y AcNI

anti—CD 16 en células NK. En las células T. los tránscritos cíe CD69 son

cletectablesentre 30 y <50 minutos despuésde la activación del RcI/CD3 y

disminuyen rápidamentedespuéscíe 4-6 horas.Se cletecta su expresióuíen

superficie a las 2—3 horas,alcanzaniveles máximos a las ¡8—24 horasy

disminuye progresivamentehastadesaparecera las 72 horas si se retira el

estímuloactivador.Los ésteresdel forbol son tambiénunos buenosiiicluctores

<le la expresióncte la moléculaCD69. En los linfocitos cte SP estimuladoscoii

PIdA se cletecta CD69 a los 30 minutos cíe estímulo. Desputésde una hora de

activación entre 85-90%cíe las célulasT son CD69±.Otros estítiíuloscomo

lito tiernag 1 u ti ni na (PHA) y AcM anti—CD3. anti—CD2 o anti—CD98 sotí

capaces.aunqueen menor intensidad,cíe desencadenarexpresió¡i del CD69

(15<)- 1 ~ Por cl contrario los íonótoi’os cíe) calcio por sí solos no i odticen en

absolutosu expresion.Etí todos los casos,la cinética cíe activaclones niuv

parecida.y CD69 desaparecede la superficiecelularen aproxitiíaclamente72

horas si se retira el estímulo. Estacinética cíe expresiónes uuía cíe las

característicaspor las que su estudio tiene un especial interés,ya que. a

diferencia cte otras moléculasde activación. CD69 ¡íos hablacíe procesosque

estánocurriendo en un corto espaciocíe tiempo.

La expresión de esta molécula a través cíe RcI/CD3 depende cíe tina
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elevaciónmantenidaen la [Ca2~]icy cíe la acti vLlc i o u cíe la P KC como lo

clenitiestrael hechocíe que al inhibir estaenzimase blocítica la expresíendel

CD69 y por el contrario se puede inducir con análogos del D¡\G >151.153Y Fu

células NK. a diferencia de lo que ocurre en célulasT. CD69 puedeser

nclucício medianteAcM anti—CD16 1 L— 2 e 1 FN—y aún en presenciacíe

inhibidorescíe la PKC <154>

Para que el CD69 se exprese en la membrana se necesita de la síntesis cíe

ARN y proteínasconio se ha demostradoblodlueandlosu expresióna ciistííítcís

iííveiescotí ciclohexímida(queinhibe la síntesiscíe proteínas)o actinomícina—

ID (que inhibe la síntesisde ARN). Sin embargo,el eie¡ííentoclave final pata

qute se expreseCD69en superficiepareceserla activacióncíe la proteínaRas.

De hecho. la expresióncíe un gen de i’—Ha—ras en célulasiuí’kat dítie cocli fica

ultía prc)teínaRas activa cíue liga GIP es suficieí1te para una incluccion optima

cíe CD69. Porel contrario, la introduccióncíe un gen de Ras niutatíte. .‘-H¡\-

ras-N17. previenela inducción deCD69 tras la activació¡i celulara travésdel

RcT/CD3.

¡Nunqueseconocepococíe la regulacióncíe la expresióncíeCD69 a ííivei

del gen. se ha identificado una región con actividadpromotorainciucibie por

PM¡N a 700 pb del lugar 5’ cíe inicio cíe la transcripción del ge¡í. Esta regiótí

co¡ítienesitios cíe unión para varios actorescíe transcripciotí como NF— KB.

Oct- 1 /Oct-?. PU. 1 y varios miembros cíe la faííiilia GATAque pueden ue¡íer

un papel en la inducción y especificidadcíe tejido cii la expresióíídcl gen cíe

CD69

5. Accionesbiológicas del C069.

Se desconocecuál esel ligando natural cíe CD69. perc) ¡NcM dirigidos

contrala moléculasoncapacesde generarseñalestransmitidasal ititerior cíe la

célula y cíe sinergizarcon otras señalescolaborandoen el desarrollode

diversasfunciones.La primera acción descritacíe CD69 fue su capacidadde
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Ca2~ Figura tX’.7.Ntodek, ile
Ira nsnñsh’ní de señal q nc i oíd nec la

expresión de CD69 en los
linfocitos ‘1’. E] estiivido etl cl
iecepiot le Ja cebiL 1 s Ja
¿Lcti ‘¿iciotí con PNI tX inducen la
ictisación de ti pí¡t&n¿i R¿is.

pioteíiiLi n¿isa d PK( u

y
Expresiónde CD69

inducir utía resptíestaproliferativa en LSP <165.11<)), por lo dicte se considera

una vía accesoriade activacióncelulatt Paraello necesitade un coestimulode

la PKCcorno demuestra el hecho cíe que la unión cíe los AcM anti-CD69 a la

molécula no es suficiente para inducir proiiferación a menos dítie

simultáneamentese estimule la PKC medianteun actixaclor del tipo cíe los

ésteresdel forbol. Las señalesdesencadenadasporel estímuloa travéscíe esta

yvía implican un aumentoprolongadodel [Ca2~I~~ a su vez una modesta

activaciónde la PKC. Paraque la señal seaefectiva los AcM anti-CD6Q

tíecesitanestarentrecruzados,y noexistendiferenciasen cuantoa transmiston

de la señaly proliferaciónentrelos subtiposde células1 CD4 ó CDS.

El estímulo a travesde CD69 induce la expresión cíe CDL y la

produccióncíe IL-? e IFN—y en presenciacíe PMA. y todo ello esinhibibie con

ciclosporitía A. lo c
1ue cíe iíuevo indica la dependenciadel aumentocíe !a

[C.a
2*]ic(155) La generaciónde una señal activadoraa través cíe CD6Q cii

linfocitos madurosrequierede la coexpresióncíe CD3 <[56), lo c¡tíesugieredíue

ambos actúan en concierto para la producción de dicha señal. CD69 inedia un

aumentodel FCa2~]~~ y activa selectivaníentela ¡‘osfolipasa ¡N~ citosólica

(PLA,). También se ha demostrado el papel del CD69 como vía de inducción

de TNF-u. en los linfocitos T (151) Por otro lado, la adquisiciónde CD69 por

las células NK corre en paralelocon la adquisicióncíe la actividad lítica. lo

Célula T

PM¡N

4
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que sugierela participaciónde estamoléculaen estosfenómenos<111)

Es interesanteseñalarque la activacióncíe los linfocitos 1 de SP a tí’aves

cíe CD69 produceun aumentotransitoriocíe la expresióndel gen cíe e-/os.ditie

a su vez regtiia la actividaddel factorcte transcripción¡NP— 1. p~’ lo ~iueparece

cítie estavta escrucial en la iniciación cíe la activaciótíT (122) ¡Ncleíííás cíe la

itíclucciótí cíe AP— 1. la inclucciótí cíe complejosNF—¡NT tí’as la activación a

travésde CD69 en presenciade PMA. participanen la regulacióndel gen cíe

la IL-? a nivel transcripcionalen los linfocitos 1 <159),

Las característicascte inducción, expresíon.regulacióny Iuincieií de la

ííoiécula CD69 en comparacióncon las cíe otros ¡Ng cíe activación, la hacen

especialmenteútil parael estudiocte los eventosmásprecocescíe la activacion

ccliii aí’. y e ti particuí¿ir el estadocíe actíyacíón celuínr cíe los liii loc ¡ tos cíe1

líquido sinovial cte pacientescon ¡NR.
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1. Pacientes.

Se seleccionaronpara esteestudio pacientescon ¡NR y enfermedad

activa. El cliagííósticocíe ¡NR fue establecidocíe acuerdocon los criterios

revisados en 1987 del American College of Rheumatism (antes ¡\merican

RheumatismAssociation)(tabla 1) (19<)) Se definió cíue la enfermedad estaba

en actividad cuandose reunieronal menostres de los siguientescuatro

criterios: (a) rigidez matutina=45 mintítos. (b) velocidad cíe sedimentación

globular=?8 mm/hora, (e) presenciacíe tres o más articulacioneshhíchaclas

v/o (cl) presei1ciacíe másdeseisarticulacionesdolorosasa la movilización.La

mayoría cíe los pacientesse encontrabanen tratatí~ientocon fármacos

modificadorescíe la enfermedady ningunode ellos tomabamás cíe lO mg/cha

de precínisona.La edadmedia cíe los pacientesera (le 54 anos, la cluraciotí

media de la enfermedaderade 3 añosy todos los nacientesexcepto cuatro

teníanFR positivo.

CRITERIOS PROPUESTOSPARA LA CLASIFICACIóN
DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

Rieícte¡. inaucitina superior a una huía, presente duiatite ¿il iiiet¡os 6
se ma nas.

2. 1 nllamación cíe 3 o uds articulaciones con tina cltit¿ic oit superior ¿í seis
sc mamis.

3. 1 ntlamac do de la muiñeca .ai ticutaciones inetacarpolalatt2icas o
nterlalángicas proxitiutíes. durante 6 o toas semanas,

4. 1 ntlamac ¡do articular con cardeter simétrico.
5. Cii bios tadiologicos típicos cíe artritis reumatoicle en las manos:

etostones u osteoporosis ‘uxta—aiticuiar ¿nutuclable.
6 N odulos re umatoides.
7. ¡—¿ictor reumatoicle, cletect¿icto por un tutdtocío que tscitle posítíso ctt

metios cíe un st’, cte la pohíticion normal.

¡aula Y’. 1. Criterios de clasificación (le artritis reminíatoide. Secún cst os cii etios re’ i vacíos tIC
American Rhcctio¿itism Associ¿iiion { 1 92fl. se puede cl¿isi>c¿ir a ‘it p¿ic¿ente como :irittiis

icvtmatoícle cuando reúne 4 cntcrtc¡s o tti¿is.
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Como grupocontrol seutilizó la sangrecíe voluntariossalios, la mayoría

cíe ellos trabajadoresdel hospital. o p¿tcieíítessometidosa c¡rtigía menor sin

enlermeclaclescrónicaso sisténíicas.Todos los pacientesy controleseran de

‘aza caucasíana. Las muestras sanguíneas ftíeron obtenidas por vetioputncion

en la caraanteriordel antebrazo.Las muestrascíe LS seobtuvieronníecliatíte

artroceíítesíscíe la rodilla en cotidicionescíe asepsia.Todas las muestras

fueroií recogidasen jeringas previamenteheparinizaclastras obtenerel

consentimientocíe los pacientes.

2. Preparación de las células.

Las muestrascíe sangrey LS fuerotí cii luidas en solución cíe H anks

Grancí Island Biologica1 Co [GIBCO1 BRL. Paisicv, Escocia> cii ttíia

proporción de 1/2. Los linfocitos de sangreperiférica ISP) y del lícítiiclo

sinovial ( LLS ) fuerotí aisladospor gradientescíe densidad mediante

centrifugaciónsobreFicoll—Hypaqutedurante25 minutos a 1800 ip. iii. a

temperaturaambiente.Las célulasobtenidascíe la interfase lueron lavadasa

1500 r.p.m. durante15 minutos y posteriormentedos vecesííías a 1 200 r.p.m.

ciuratite lO tiiintttos, siemprediluidas en solución cíe Bank. Tras el lo. se

resuspendieronen mecho de cultivo RPMI 1640 ( Flow Laboratories.1 rvitíe.

Escocia>suplementadocon un 10% de suero cíe terllerLt fetal (j STF1. (iiBCO

BRL. Paisley. Escocia). penici Ii na (lOO U/ni L ). estreptoníi ci tía ( 1 00 ni g/tnL.

y gí ummina (2 ni M >. Es te medio cíe cuí [iii> sera relerido como medío Ii ni cíe

cultivo (MFC).

Paraobteneruna mayor ptírificació¡í etí célulasT. los LSP y los LLS

fueron roseteacloscon hematíescíe carnero tratadospt’~~’ i aníente con

neuraníínidasa(N- HC) durante 1 hora a 4 0C. como se ha clescri<o

previamente(191) En resumen.los hematíescíe carnero ( Bio—níemieutx 5 A,
Marcv—L’Etoiie. Francia)fueron lavados3 vecesen suerosalino fisiológico Ni’

~steriormeuíte inecibaclosen baño a 370C con ticuraminiclasa(Sigma). a una

proporciónde 0.3 U para 10 mL de hematíescíe carneroal 2% en suerosalino.
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durante Y) minutos. Para la separación celular los LSP fueron incubados en

MFC. STF y N-HC durante1 li a 40 C. Iras la ijícubacionseresuispendieron

cuicladosatiíentey se procedióde nuevo a la separaciónníecliantegradientes

cíe densidadpor centrifugaciónen Ficoll—1—lypac~ue de manerasimilar a la

descrita más arriba. Se obtuvieronasí dospoblaciones.una adheridaa los N-

HC (población E+) compuestaprincipalmentepor linfocitos T y otra no

adherida (población U) compuestaprincipalmcii te por liii foc i tos 13.

macrófagosy célulasdendríticas.Los N-HC fueron lisadoscon aguadestilada

y las poblacionesE+ y E— fueron repetidamentelavadasa 1000 r.p.m. durante

ID minutosen soluciónde Hanks.

Para algun os experimentos, las células E+ fueron aún mas

clepleccionaclascíe células E— medianteselecciónnegativautilizando bolas

iiíagnétícascon anti—IgG cíe ratón (lmmunotecb.Marseille Ceclex. Francia)

conjugadascon cantidadessaturantescíe AcM anti—CD 14 (lniníunotech).aun-

0KM 1 (Ortho Diagnostic Systems Inc.. Raritan. Ni. USA) y anti-HL¡N-DR

(Q?.70. donadopor el Dr. F. Díaz—Espacia.Clínica Puertacte Hierro. Niacíricí

en SP y anti—CD 14 y anti-OKMI en LS. La poblacióncíe linfocitos 1 obtenida

cíe este modo fue siempre>90% dc células CD3+. <6% monoedos y <1

células 13 tal y como se comprobó por citometría de tiujo utilizatíclo los AcM

anti-CD3. anti-CDI4 y anti-IgS. Las célulasU fueron depieccionadasde

célulasE+ medianteselecciónnegativautilizando bolas magnéticascon antí-

IgO de ratón conjugadascon cantidadessaturantescíe AcM anti-CD3, La

poblacioncte célulasno T así obtenidafue siempre<5% CD3+ <al y comose

coniprobó p~ citometría de tiujo.

3. Análisis del fenotipo.

Los siguientes AcM que recotiocen distintos determinantes en la

superficie celular fueron utilizados a concentracionessalurantespara el

análisis cíe! lenotipo celular: anti—CD3 (OKT3. OrtIío Diagnostic Systems

Inc.). anti-CD4 (Couiter Immunology. Hialeah. FL. USA). anti-CD8 (Cotilter
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1 mmunology). anti-CD25 (Coulter lmmunoiogy). anti-HLA-DR (Q2.70) y

anti—CD69 (IP 1/55, anticuerpolgG?b cíe ratón anti—CD69 huítíiano, ciotiacio

por el Prof. E. Sánchez-Madrid.Hospital de la Princesa.Madrid).

Paraestdys experimentostodo el procedimientose llevo a cabo a 4 0C a

Helios djtte se indidítie lo contrario. En los experimentoscíe níarcajesimple. las

céltílas fueron repetidamentelavadasen sctero salino tamponaclocotí losfato

(PBS) conteniendoun 1% de albúmina bovina sérica (BSA). Tras ello. se

iiícubaronduranteuna horacon los AcM anti-CD3.anti—CD4. Ltnti-CD8 .anu—

CD25. anti-HLA-DR y anti-CD69. Despuésde lavar de nuevocii PBS-BSA.

las célulasfueron incubadasduranteotra hora con fragmentoshab’)? cíe un

atíticuerpocíe cabraanti—IgG cíe ratónconjugadoscon lluoresceina Kallestacl.

Austin. IX. USA). Los resultadosde estosexperimentosseexpresaíícomoel

porcentajede células positivasparacadaAcM [± desviaciónestándar(DE)]

tras ‘estar la fluorescenciacíe fondo obtenidatras incubar las céluilas con tu

AcM cíe ratóndel mismoisotípo irrelevantecomoprimeranticuerpo.

En los experimentosde doble marcaje las células fueron incubadas

duranteunahora con los AcM anti—CD3.anti-CD4.anti-CDS.anti-HLA-DR y

anti—CD?5comoprimerosanticuerpos.seguidotres lavadosde 5 minutos con

PBS y cíe i nccibacióíí duranteotra hora con fragmentos F( ab’)? cíe un

anticuel’pocíe cabraanti—lgG de ratón conjugadoscon lluoresceina.Tras esto.

las células se lavaron tres vecesdurante5 minutos en PBS y se incubaron

clutrantetina hora con suero normal cíe ratón. Despuéscíe lavar cíe nutevo se

incubaroncon un AcM anti—CD69biotinado(IP 1/55) duranteuna horay. tras

tres nuevoslayadosen PBS. con ficoeritroina al 10%. Coííío controlesse

uttilizaron AcM irrelevantesde ratón del mismo isotipo. Se analizaron

entonceslos porcentajesrelativos de CD3. CD4, CDS. CD2S y FILA-DR

dentro de las poblacionesCD69~ y CD69 de los linfocitos 1 del LS. Los

‘esultadosse expresancomo el porcentajede célulaspositivas (±DE) paí’a

cadaAcM tras restarla tluorescenciacíe fondoobtenidacon el ¡Nc control,
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La tluorescenciacelular fue analizadautilizando un citonietro cíe llujo

EPICS Prolile II (Couiter Electronies,1—lialealí, FL, USA). selecciojíanclola

población cíe 1 infocitos (cíue exclcíye los níonocitos) y contando5 x 1

células por niujestra. La densidadde cadacletermitíanteInc ;ttiaiizaci¿i

iclirectamentecalculatíclo la intensidadcíe lluorescencianíeclia <IFNI cíe las

célulasanalizadas.Los valorescTe la IFM paracadaAcM se obtuvieronen una

escalalogarítmicay los ciatos se <sonyi iii eron a un iclacles lineales arbitrarías

uutiiizanclo la formula 10x, donde x = canal cíe fluorescencianíeclia en escala

logarítmica/númerocíe canalespor década(núníerocíe canales/nútííerode

décadas)(192)

4. Ensayode mantenimiento del CD69.

Las célulasT pcirificadascíe LS fueron cultivadasduranteIZO horascii

tuibos cíe plástico cíe fondo redondo cíe 3 níL (Soria Greiner. Madrid en

solitario o níezcíaclasen una proporción 1/1 con célulasno 1 cíe LS autólogas

en 1 mL cíe MFC a una concentracióncíe 1 x 1 0<~ células/níL. Se utilizaron

LSP de pacientescon AR previamenteestimuladosdurante17 horascon AcM

anti—CD3 cultivadosen paralelocomocontrol. En algunosexperimentostanto

las céltílas T como las tío 1 de LS fueron preitícubaciaspol’ separadociuratite

60 tíiiiíutos a 4
0C cotí concentracionessatctrantescíe iii AcM LtIiti—CD 1 8

<TS 1/18. donadop~’ el Prof. F. Sánchez—Madrid)antescíe ser IneLcladILts y

cuíti vadascomo se ha indicado anteriormente.Fu otros expeníinentos las

célulasno T cíe LS fueron tratadasatítescíe cultivar con las célulasT con tina

solucíanal 0.05%cíe paraformaldehidotE) conio se lía descritopievianiente

~ En resumen, las células no 1 fueron i neubaclascon ¡ ni L cíe

pai’aloi’níalclehidoal 0.057~ en PB5 a temperatuta¿iii biente cm t’ante 1 mi n tito.

La reacción fue detenida íííediante la adición cíe tííeclio RPM 1 1640

conretitendo un 10% cíe STF. Las células fueí’on entonces repeticlantente

lavadasen soluciónde Hanksantesde mezclarlascon las célulasT de LS. La

expresión en scíperficie de CD69 fcte valorada meclíatíte c¡tometría cíe flujo

comoseha descritoanteriormenteen diferentesmometítosdel cultivo.
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5. Ensayosde proliferación.

Los LSP cíe pacientescon AR o controlesy los LLS de pacientescotí

¡NR fueron cultivadosa unaconcentraciónde ? x 1 QS células/?OOulen NIFC ~‘

activadosen cultivos por triplicado en placascíe 96 pocillos cíe loncio platio

(Costar.High Wvcombe.Inglaterra).manteniéndolasa 37 0C cii una ¿ttmosfera

líútneclaconteniendoun 5% dc CO~ clutrante7? horas.Paraactivar las células

se uitilizaron AcM anti—CD3 (0K13. [gG?a cíe ratótí anti—CD3 humano

obtenido cíe la ATCC. a una dilución final de ¡:50 194j> PMA (2 iig/mL.

Sigma Chemical Co.). IL-? recombinantehumana([rlL—?1 1<) UI/mL. Si gma

Chemical Co.). AcM anti-CD2S (clon L293.Ac M cíe ratón anti—CDZS

humanoa una concentraciónde 400 ng/mL. BectonDickinson EtiropeanHQ.

Erembodegen-AaisLBélgica) y el AcM anti-CD69IP i/8X (lgG2b de ratón

anti—CDÓ9 humano,250 kti/mL del sobrenadante.donado por el Prof. F.

Súnchez—Macírid).Todos los sobrenaclantescíe lpib,’icionías fueron uiti lizaclos en

tina cantidad en la que inducían una prol iferación óptima segúnlos

experimetitoscte dosis resputestarealizadospreviamente.La prol iferación

celular ftíe estimadamediantela incorporacióncíe timiclina tritiacia t [31-{lIciR

1 ytCi=37KBq. ¡NmershamLife Sciences.Btickinghamshire, Inglaterra)

durante las últimas 16 horascte cultivo. Las células fueron recolectadas

automáticamentey la radiactividadníecliclacii un contador [3directo N/l¡\IRIX

96 ( Packard 1 nstruíííent Co. Mariden, CO,. USA.). La vi abi 1 iclací celular

(>90%) fue determinadap~’ recuentodirecto cii microscopio óptico <le las

célulasteñidascon azultripán.

En algunosexperimentos,los linfocitos 1 dcl LS fueron separadoscii

células CD69+ y CD6W antesde realizar los ensayoscíe proliferacton.

u ti Ii ZLt ti do ti íía se1 cccjó ti po sdíva y negativaíespecti vamente cotí bolas

magnéticascon lgC anti-ratón conjugadascon AcM anti-CD69 (IP 1/55)

tiecliante el procedimientoexplicado niás arriba. Eti otros experimetítos.los

linfocitos T del LS semantuvieronencultivo durante5 chasen MFC cotí o síu

rlL-2 (¡0 UI/rnL) antesde realizarlos ensayosde prolíferacionva descritos.
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6. Cinética de la expresiónde CD25.

Los litífocitos 1 purificados de SP cíe pacientescon ¡NR o cotitrolesy de

LS cíe pacientescon AR fueron activadosdurante 160 horasen presenciacíe

MFC solo. PMA (? ng/mU o PMA más ¡NcM anti-CD69 (IP i/8X. ?50

mL/mL del sobrenaclantedel hibridoma>. Irasrepetidoslavadosen PBS-BS¡N

fueron incubadasdurante i hora a 40C con ¡NcM anti-CD?5 y anti-CD3

(Coulter). conjugadosrespectivamentecon ficoeritroina x’ fluoí’esceína.Corno

controlesseutilizaron AcM lgG de ratóndel mismo isotipo y cotijugacloscon

los mismos níarcadores.La expresióncíe CD?5 fue valorada mccii ante

citometria de flujo en diferentesmomentosdel cultivo (0. 18. 4?. 66 y 1(50

horas).El resultadoseexpresacomoel porcentajecíe célulaspositivas(±DE)

para ci icho AcM tras restar la fI uoresceííciacíe fondo obtenicía con el

anticuerpocontrol.La densidaden la superficiecelularcíe CD25 Iue atíalizada

indirectamentecalculandola IFM de las célulasanalizadas.Los valorescíe la

IFM paracadaAcM se obtuvieronen una escalalogarítmicay los datos se

convirtieron a unidadeslinealesarbitrariasuti Ii zanclo 1 a formula clescrita nías

<ti i iba.

7. Producción de IL-2.

La producción cíe IL—? fue analizada en un bioensavo como la

proliferaciónde la línea celularCTLL-?. Esta línea celularcreceen funcion

cíe la IL-’ presenteen el medio. Parael experimentose utilizaron los

sobrenadantescorrespondientesa las 66 horasde los cultivos celulares

activadoscon MFC solo. PMA (? ng/ni) o PMA más AcM anti-CD69 del

apartado anterior. Se añadierotí varias cli luciones cíe rl L— 2 X’ cíe los

sobrenadantesa un cultivo cíe 5000 células CILL-2 durante?4 horas,las

ti 1 ti tíias seis en presenciade 1 pCi cíe [3H]TcIR. Las célu las fueron

recolectadasy se cttantificó la radiactividad en un contador [3directo

MAIRIX 96. La producciónde IL-? correspondientea cadasobi’enadantcfue

calculadapor coníparacióncon la curvaobtenidacon la ríL—? utilizando para
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ello un programade regresiónlineal.

8. Análisis estadístico.

Todos los restíltadosse expresancomo la media±DE o como ¡ííeciíana

percentiles ?5—75%:]. Se testó la normalidad cíe las variablesanalizadas

medianteel testde Kolmogorov—Smirnof.En el casocíe variablesnormalesse

uítilizo la t cíe Studentpara muestraspareadas ¡ío pareadas.Etí el í’esto cíe

casosse utilizaron los test no paramétricoscíe Mann-Whitney o Kruskail-

Wallis en las condicionesapi-opiadas.
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VI. RESULTADOS

1. Expresión de CD69 en el LS.

Se obtuxteroncélulasE~ cíe LS y SPcíe pacientescon ¡NR y seanalizóla

expresiónde CD69 ensuperficieconun doble marcaje(CD3/CDÓ9)mediante

citometriade flujo.

La expresiónde CD69 en las células 1 (CD3~) de LS fue de un

64.3±8.1%frente a un 5.8 l±L6%en las células 1 de SP de los misníos

pacientes(P<0.001. figura VI. 1). La expresióncíe CD69 fue siempresuperior

LIQUIDO SANGRE
SINOVIAL PERWERIC,-X

Figura Xi.): Expresión de (1D69 cii
liii bici>os 1’ (le t ¡ quid ti si 11<1V ial y sangre
periférica de pacientes etilí artritis
retituatoide . Las cciii las r cíe 15 o SP
llieroil obtenidas tí¿is (tseteo ile l¿ts
ccliil¿is motiottuclearcs c>e LS o SP> I~LS o
iSPí cotí teit¡aUes cte c¿ittteiO tr¿tt¿tdíis
cutt tetiiamitiictas¿i t ‘Ni Id?] ¿tI s~ como cíe
describe e’’ la sección de N1¿iieri¿íl s.~
Nietoclos L¿í cspicsuit cte ti Dúo ‘it J¿i
sviperticcc cíe l¿¿s célti>¿is L+ fue ¿it¿íli¡act¿i
iticdí¿itítc c¿tc,níetrc¿t cíe livii<t cml doble
tmt¿¿tcajc CD3/CD69 1 os íesmílt¿ídos
icprc’senlatl cl porccnt¿iie che cólidas (4)3+
vine expres¿iIi¿íti iatítbiét, c’it saperlicie cl
ití¿itvavlíír vto ¿icii\¿iv?ioti (1)6’) ¿xis restar
l¿í ktoresccuci¿í de miado umbicítída cm ‘ti
dos Ac’il itielev¿rittes contiutí dcl mismo
sotipo Los iesitlt¿iclos se esprecan cuino

l¿i it)eili¡i DE

en las célulasT de LS que en las célulasT (le SP paracadamuestrapareada.

La 1PM con que seexpresabaCD69 fue tambiénmayoren LS (1.14±0.8)cíuíc

en SP (1.07±0.3,P<0.05). La alta expresiónde CD69 en las células1 dc LS

no se debió a una activacióncíe las níismasduranteel procesocíe separación

(por el entrecruzamientode las moléculasCD2 clu,’anteel roseteo). a c¡ule se

observaronlos mismos resultadosen experimentosde doble marcaje

1-

Q

¼‘
Q

1<>>)

9<>

2>)

1<>

60

50

4<)

1<)

2<)

<>1



Resuilactos (54

realizadoscon

no mostrados).

célulasmononuclearesde LS no separadasprevianíente(datos

En la figura VIZ. seníuestratina tinción representativa

SP Control SP¡NR LS ¡NR

y

1.06 INTENSIDAD DE PiIiORFSCENCIA

Figura Vt.2~ Expresión de UDÓ9 eít linfocitos 1’ míe ííquhio sinovial. Istí esta mvi rase

irciestía uit ejeitxplu repiesent¿itivo de la espresion cíe (?D69 c’ít células ,txouoitucLczties ile SP
dc cmix no - u p¿icieitte vott A It

c’OttttOl y célitías niotioncielixires estititii!aclas de SP ~ LS cíe u

Se intentó correlacionarla expresiónde CD69 con diferentesvariables

clínicasy cíe tratamiento.sin cíue seobservaraningunarelacióncon la edad.el

sexo, la duración media de la enfermedad,la positividad para el FR. el

recuentoarticular,diversosindicesfuncionaleso el tratamientoco¡í dlíleretítes

fármacosmodificadorescíe la enfermedad.

2. Expresión de otros marcadorescelulares en LS y SP.

Se analizo la expresióncíe otros marcadorescelularescíe superficiecíe

linfocitos T. Paraello se obtuvieron muestraspareadascíe LS y SP en fresco

de pacientescon AR y. tras su separacióncon hematíescte carnerotratados

coíí neuraminidasa,se analizómediantecitometríacíe flujo la expresióncíe

CD3. CD4. CDS. CD25 y HLA-DR. La distribuciónde estos¡Ng de superficie

ue similar a laya descritaen la literatura(FiguraVI.3).



ResLiluaclos 65

>0

2<) 4 - -

£ 1<)

5<) 16<)x

Z

‘-4

-~ ;o

~t- 1
4-

CD3 CD4 CDS CD2S lILA- [)R

U LIQUDO SINOVIAL SANGRE PERIFERICA

isis <leí fenotipo cíe Lis <etolas ¡ <leí l¡c¡ui<tím sino’ ial <le pacientes cmiii ~irIriIis ¡‘eiiinatohtc.
Isis céluI¿ms T vie LS fueron obienivias tías roseteo cte Lis c’mélul¿is ittonitnucle¿,ies clv LS eumn bettí¿ítíc’s cte v¿m,uemo
ti¿itacluts ci)tt ueur¿tminicl¿is¿i > NHC> ¿it x’ entro de describe etí st sccciúit dc’ Níaterial y Nlétitilos I¿ts célttl¿ts íI~
itietmw ttt¿mrcavtas cott ¡Xc\1 anti—Ct)3 .¿mitti.tI’D4 ¿ittti—dD2. ¿mixiidD’S ti iiíiiIILX—DR se’’uiiclut vie t’tta <itcutb¿icimSti
cott lr¿tettíentos re~b’)2 cíe viti ¿títtic’cíerpo de esíbusí antilgC cíe ¿mitin cmtitpiuz¿ivlos von tlitotc’scvtitt¿i d<mttio coitttmlc’s

se utiliz¿tíon AcNit irrelevantes de anón del mismo isotipo El ¿titalísis se rea) izo ttteclí¿iule c’iiOitlc’tii¿m cíe iltilmí. itis
resumli¿tclmts se expresan como el porc’eut¿i¡e cíe célvilas posiii’as >±[)iLi p¿>txt v¿mvl¿m AvAl tras rest¿tr l¿i tlttmtiv’scv’tici¿i

cíe litudo obtenida cotí cl ¡Xc ciluiro ¡

¡Nsí. el 86±9.5%de las célulasE~ del LS y el 73.3±9.8de las célulasE~

cíe SP fueron CD3~; el 45.1±9%de las célulasE~ de LS y el 59.8±6.3%dc

las célulasE~ de SP fueron CD4~: el 44.?±13.7%de las célulasE~ de LS y el

92 +53%clelascéiuiasE+ cíe SP fueron CDS+: el 13 5+7 6<?: cíe las céluilas

E+ de LS y el 9.5+5 3% de las célulasE+ de SP expresabanCD?5, ¡iiientras

el 59.?±l?.9%de las célulasE~ de LS y el 10.8±5.4%de las célulasE~ de SP

expresabanHLA-DR en su superficie.

De estos resultadosse desprendendos conclusionesimportantes.En

primer lugar. como ya ha sido descritopor algunosautores,la proporciencíe

célulasCDS fue muy superioren LS cuandosecomparócon la observadaen

SP de los mismospacientes(cocienteCD4/CD8 1 .0?±0.6en LS y ‘ 7+1,1 en

SP.P=0,001). En segundotérmino, la alta expresióncíeCD69, un tííarcaclorde

activacin celularcíue apareceinmediatamentedespuéscíe la activacionen la
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superficiecíe las célulasT cíe LS. estáen consonanciacon la altaexpresioncíe

antígenoscte activacióntardíoscomo HL¡N—DR y contrastaco¡í la exístetícta

cíe una ex¡.~resiónrelativamentebaja(le antígenoscíe activaciónprec’oc’esconio

CD?5.

3. Fenotipo de las célulasCD69~ presentesen el LS.

Paracaracterizarmejor las célulasT CD69+ presentesen el LS cte los

pacientescon ¡NR, se obtuvieroncélulasmononuclearescíe LS y, Iras su

separaciónmediante roseteocon hematíescíe carnerotratados con

neuraminidasa.se analizósu fenotipoa travésde un doble níarcajeco¡í CD69

y otros marcadoresde superficie.

Como se muestraen la figura VI.4. tanto l¿ p~blacion CD69+

(83 6+19.6%)como la CD6’-Y (86.5±7%)eran mayoritariamenteCD3+, Sití

eníbargo.se observarondiferenciassignificativas en la distribución cíe los

marcadoresCD4 y CDS. De esta forma. las células C D69+ eratí

predominanteinenteCD8~ (49.6±19.2%CD8~ frentea un 34.2±11.4%CD4~.

P<O.03). mientras las células CD69 eran precloníi nantenietite C D4±

(60.3±10.2%CD4~ frente a un 26.1±15%CD8~. P<0.000l). El cociente

CD4/CD8 fue también significativamentemenor en las células CD69±

(0.7±0.4)que en las CD69- (1.9±1.1.P<0.002).

Cuando se analizó la expresióncíe CD?5. también se encontraron

diferenciasentre ambaspoblaciones.siendo el II .5±6.6%cte las células

CD69±positivasparaCD?5 en comparacióncon el 18.7±8.6<4de las células

CD69 (P<0.005).No hubo Jiingunadiferencia cii la expresióncíe FILA-DR

t=8?±14.i%en la poblaciónCD69~y 62.?±9%en la poblaciónCD6cF>,

De estosexperimentosse puedeconcluir que la poblaciónCD69±está

constituidasobre todo por células CD3+ cítie expresaííprecloiiinanteiiíetíte.
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Fitiurti ~~t.4:\nñIisis (leí fenotipo (it’ las células ‘1’ CDÚ9+ del liquido sino’ial <le pacientes cliii :irti’ilis
‘o.’ii,t,atoicle. Las célctl¿ms 1’ che lS lueron obtenidas ír¿ís oseteo cte ¿is c’étui¿ís ttimíitoiíucle¿t,es cíe LS cmmtt [mcut¿iites
de c’¿mríteío tr¿iiados ccitt neviraminictasa > Ntid’) t¿ih y cottlo cíe describe mt la sección cte \l¿iteii¿ml s Niéimatm,s L¿ms
ceti,l¿is L+ ltierott íuarc’¿tct¿ms cuit AcM ¿itttid[)3, ¿mttii—dD4. ¿ttiti.(’DS. ,nti—dD25 o ¿mí,ti’i tL.X—DR sc’et[ivtcm cje i’ita

imic’vtb¿mciútt con tr¿iettientos F>¿íb)2 de un ¿mntic’íierpct cíe c¿ibr¿t ¿iuti—igG cje r¿itún coitju~¿mclos cmmtt Jlvtmiiescc’tti¿m
ras estmm, l¿ms véhítl¿ís se incvibaion cm,tt sitero itorimil cíe r¿itmitl (‘mímil tc’rc’et ,\c ce iii ini ttn .5cM ¿ititj—d’DÓ’)
bimmtiu¿mchí cine [tic revel¿cdo cmiii ticoeritritína al 1 <)§i (‘mmmii cimirtiohes \e tiiih<raiou ScSI iimc’ies;~ntes civ’ i¿tíóit

ítlísítto isot<po VII ¿mtt¿ílisis se re¿,li¡.ó ntedi¿mnte ciuímc’it(¿m che licijmí y se ex¿tttttnamoit lii’ puiicent¿ties íeh:ttivmís che
UDS. d’ D4. d’ Fis, d?D25 y It u.A- DR cteíttrm m de l¿ís pobh¿mciottes d D69+ y ( ‘D69- de mis 1 itt loci tos 1 dei LS
iesctli¿mvj<ms sc> m?Nptc’s¿mti cilnio eh porc’eni¿ije de cétukís p>ísitií¿ms tI DE) sin’ cacia Av”t tíyms icst¿mí Li th¡~oíescv’tívi:m

cíe tondo obietticl¿i con el ¡Xc control

actndíueno exclusivamente,el marcadorCDS. Se observoíambiénuna tííavor

tetíclencia cíe estascélulas recientementeactivadasa expresaren menor

proporciónel marcadorde activaciónCD?5.

4. Regulaciónde la expresiónde CIV) en lascélulasT de LS.

Como se ha comentadopreviamente,la molécula CD69 desaparece

i’ápiclaníentecte la superficiede las célulasT despuéscíe la activación¡u í’¡un

con diferentesestímulos(aproximadamenteen 48—72 horas).Sin embargo,la

expresióncíe CD69 en un alto porcentajey con unaalta IFNI en las célulasT

cíe LS cíe AR es bastanteconstante,lo cíue sugiereque estascélulaseslán

tD3 CD4 CDS CD25 lILA-DR

U CELIJLAS CDÓ9+ CELULAS CD69-

sometidascíe forma persistentea estímulos acti vaciorescientro cíe la
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¿trtículación.

Con el objetivo de analizar los factoresimplicados en esta cxpreston

iiíantenicla de CD69 en el LS cíe la ¡NR. se purificarotí células1 cíe LS y se

cultivaron durante 1 ?0 horasen solitario o níezcíaclasen una proporción 1/1

con células ¡ío 1 autólogascíe LS. Estapoblaciónde células no 1 dc LS se

componeesencialmentede células B. monocitos/macrólagos.células

cietídríticasy célulascíe la capabordeantesinovial. Se analizó la expresióncíe

CD69 en las células T por citometríade flujo a las 18. 72 y 1 ?0 líoí’as del

cultivo. Como control se procesaronen paraleloLSP sin separardel ííiistíio

pacienteque habíansido previamenteestimuladoscon AcM anti-CD3 cluí’ante
18 horasparainducir la expresiónde CD69 en superficie.

L¿t expí’esión níeclia (±DE)cíe CD69 a ias 1 8 hotascje cuíti yo fue cte uní

44.6±5.1%en las células1 de LS. de un 46,6+47% en la mezclade célutiasT

y tío T cíe LS. y cíe un 63±8,2%en los LSP sin separar.Considerandocomoel

100% cíe la expresióncíe C069 la observadaa las 18 horasde cultivo. tui

59.5±??.6%de las células 1 de SP. un 79 1±21.7%dc las células T

purificadasdel LS cultivadasen solitario y un 71 .5±13.8%cíe las célulasT <so—

cutítívaclascon células no 1 continuabanexpresandoCD69 a las 72 horas

(d¡ ferenciasno significativas,figura VI.5).

A las 1 ?O horasde cultivo, la expresiónde CD69 fue sólo del 14±12.1%

en las célulasT de SP y del 38.4±19%en las células1 dei LS cuiltivadascii

solitario. Inc ntras las células 1 co—cuíti vacíascon célulasno 1 ni antenían el

70.6±??.9%de la expresión basal de CD69 (P<0.006 y 0.004

respectivamente).Es decir, tanto las células1 cíe LS cultivadas en solitario

como las célulasT de SP previamenteactivadasen presenciacíe célulasíio 1

cíe SP modularonla moléculaCD69 de su superticieal cabo cíe IZO horas.

Este es uíí hecho esperable.ya cítie la molécula CD69 se tíioclula cíe la

superficie celular en ausenciacíe un estímulopersistente.Sin embargo,las

células 1 cíe LS en presenciade célulasno T del mismo LS reteníantina
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Figura Vi .5. Mantenimiento (le la expresión de Ci)69 eít las células ‘1’ <leí líqiii<io iii<iti:uI (le artritis
,‘et,matm,ide.Las c’éluI¿is 1’ cíe LS fueron aislad¿is y c’ultiv¿ivias durante 2<) hor¿ís c’ít solit¿iiio tcu¿icií¿ivlos !sl¿tttciís
mm nte,eiami¿is en ííti¿í propitreidí> 1/1 eoti célcih¿ts ¿icitúlocas tu T cíe LS c(iculosu LSP de p¿icieutes cima At~ ticion
estimcti¿mvias viviraixte 15 horas con AcM anti—d?D3 <5<) tiglmt..> y ciltonces c’uiiivadas eít pirilelo tcít¿ícir¿ivimis
rtc’msicis > Se titiciro i¿m esptesio(i cte (7069 itícijiarire citmn,eím(¿i cte titího ¿m [¿is [2. 72 ~ 120 ltiii¿[5 c[c’[ vtiliiíri.

expiesiotl cíe d?D69 ¿m h¿¡s 2 ktr¿ts fue cnitsiderada como eh [<>1>0cíe expiesioti L¿í cxpiesiúií itteiii¿i che (3)69 ci>

e’e inottteitto era 4460 ett células t’ de .5, 4660 en i¿í iuer’.ci¿t cíe céhid¿ms Y un Y dc’ LS ~ 637 ca isr. lis
íe,saii¿idims tepiesetítan Ja media cJe 14 c’’q)eiitacntos represc’nt¿iuímos y se expresatt clima cl pimrcettt¿ilv’ ,uc’rt,mm it

13W> cíe tttmnienittiientim cte (7D69 cmítttpatacta cori la expresiotl a las h 5 itomis

expresiónsignificativa cíe CD69 en su superficiea las 120 horascíe cultivo.

Este hechosugiereque un estímuloactivadormechad a travéscíe las células

no 1 cíe LS es. al menosen parte. el responsabledel mantenimientocíe tina

alta expresióncíe CD69 por partecíe los linfocitos 1 del LS cíe pacicítescotí

¡NR.

Paraobservarel efectoque suponíala adición cíe célulasno 1 cíe LS tío

va desdeel principio del cultivo, sino varias horas después.se realizo el

siguiente experini ento. Por u ti lado. se Lii síaroti y cuí It i varoti e ti sol it Lirio

células T de LS cíe pacientescon ¡NR dctrante IZO hoí’as. A uuía pat’te cíe estas

célulasse le añadieroncélulasautólogasno 1 cíe LS en tina proporción 1/1 a

las7? horasdel cultivo. Se cultivaronen paralelolinfocitos cíe lidluidio sínov¡ai

‘72 horas

(LLS) sin separarcomocontrol.
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La expresióncíe CD69 a las 18 horas del cultivo etacíe un 50% cii las

células1 cíe LS y cíe un 54.9%en los LLS sin separar.Conio se observacii la

figura VIÓ. la expresióncte CD69 en superficie disminuyó estableníentecii

las células T cultivadasen solitario, mientras cíue cuando los LLS futeron

cultivadossin separaro a las célulasT se añadieroncélutíasno T auitólogasa

las 72 horasdel cultivo, la expresióncíe CD69 no sólo no clísmíííuvó a partir

cíe las 72 horas.sitio qtie inclusoaumentóporencimacíe la expresionbasal.

(~)

144)

1 20

1 (4>

6<) -—

4>)

2<) --

2 horas ‘72 hutas 12<) horas

ligura \I.ó. La adición de células iii> t <je Iititiitt<i si¡to,iaI al cultivo (le <‘etnias t <l~ tiquiit<¡ srniiovíal iiiipide

la itisniiiiución (te la expresi(>n de CDÓ9. L¿ís células Y cte lS líierumrt ¿iisl¿rcí¿is s’ cviliiv¿ict¿is clui¿muie 12<) hmmí¿ts vír
cvr¿rdiadmms itemeros) mm me,.chadas ert una piopirrvimmit tít cmmtt célrd¿is ¿mmiiimlmme¿is ¡tmm 1 clv’ LS :rír¿ivl[cLts a Ir>

72 ltmmi¿rs tc’rr¿íclr¿ív[mts blancos t Se emiliiv¿itou ett p¿ir¿ilelmr [iixlimcitos de >ívjirúlim sií>imvh¿tl t LS isirt~v’

¡cmrctdmrst. la expresiimti cíe d’t)6m) [cre s¿rlorada medi¿inie ciimmttxetií¿m vie t tu¡mm a las 15 72 t 2t.i trmm¡¿ts vtvt vitfl~ mm.

lii expiesimin che d’D69 a l¿ts 12 <toras tite coitsider¿id¿i eotixmm el 1 <)<Ñ cte expiesiúu La cxpresimri ritc’vlia cíe ( t7)6’t
cít v’se írtmiiltertto era 5<)?? en c’éluI¿ís 7 cíe iS ~ 5490 ert [misLLS sin sc’pai¿it Lcr> tesrittactír> se expiesart criltimí y

t

pmmivv’ttt¿ue cíe ttr¿tntenit,iiento cíe CDÓ9 comparada vimo l¿m expresiimtr ¿í l¿rs [2 lumias

Estosresultadosindican cine la expresiónmantenidacíe CD69 cii las

células T cíe LS dependecíe la presenciacíe células no 1 cíe LS. U tía

proporcioncíe 1/10 cíe célulasno T cíe LS fue capazde mantenerla expieston

cíe CD69 en células1 cíe LS en los mismosnivelescíue una proporciótí 1/1

¡-iay c~ue destacartambiéncíue. en pacientescotí una alta expresiónbasal cíe

CD69 en linlocitos T cíe SP ¡u vivo, la moléculaera moduladacíe la superficie

celular ¡u rita’) aún en presenciacíe célulasno T autologascíe SP. sugirieticlo
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díue se trata cíe un fenómenoespecíficode las célulasno 1 del LS (ciatos no

rííostrados).

5. Mecanismode mantenimiento de la expresiónde CD69.

El mantenimientoy/o inducción cíe la expresiónde CD69 en los

linfocitos T de LS podríadependerde interaccionescelularesdirectaso de la

proclutccícncíe factoressolublespor partecíe las células no T. Paraclarificar
los mecanismosinvolucradosen el mantenimientode la expresiónsostenida

cíe CD69 en la superficie de las células 1 del LS se diseñaronvarios

experimentos.

En primer lugar se analizó la capacidadde cinco sobrenadaíítesde

cultivos celulares de células1 y no 1 de LS de pacientescon ¡NR para

mantener la expresión de CD69 en cultivos de linfocitos T purificados de los

mismos pacíetítes(en una proporción 1/1 voitíníetí). En todos los casos,los

75

-m

5<>

25

Figura y t.7. Fi nnintenhiflieitt() de la expresión de CD69 iio depende (te lactort±s soltihíes. Se re¿m h i¡¿mii mit

ertltismms che lirtfocitos r ‘icirificactos de pacientes con AR ¿í los vicie se añactieroi, urs smhren¿ict¿uittes cje críhiivims cíe

itt Incites r > no Y cte LS que rnantetlian una alta expteshúit che d’D69 <en uu¿i proporción II [ ‘u[rimeit t La
expiesiúrt de CD69 <míe ‘<riorada otediatite ehtuti>etría cíe <hijo ¿í l¿ís [2, ‘72 y [20 tomas del ciiltism> leí expic’s[i’mi>
de 0D69 a Lis 12 horas cíe considerada curtun el [1)>)??che expies[mtt tos resmilt¿rv[os sc expresar> címírmír eh

18 horas ‘72 hcmí¿ms [2<) toras

pimic’etri¿iie cíe u,¿rnlenii>i[eitto cte CDÓ9 cnit>p¿miacíct con h¿m expresiútt ¿t las [2 himr¿rs
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sobrenaciantesprocedíande cultivos en los que semanteníauna alta expresío¡í

cíe CD69. Se observócíue al añadirestossobreiiaciatttesno se tíianteííía iii se

ncrcmentabala expresiónde CD69 cii células1 autólogascíe LS en iíingutii

momentodel cultivo (figura VI.?).

Se cultivaron entonceslinfocitos 1 cíe LS cíe pacientescon ¡NR en

presenciadc células no 1 de LS autólogassin modificar o previamente

tratadascon paraformaldehicio(PF). El PF evita la liberación cíe [‘actores

solublesporpartede las célulaspero permitelas interaccionesentremoléculas

expresadas en la superficie. Se analizó la expresióíí de CD69 en las células 1

pm citometríade tiujo a las 18 y 7? horasdel cultivo. La expresióncíe CD69 a

las 18 horasfue consideradacomoel 100%cíe expresión.

La expresiónmediade CD69 a las 18 horaserade un 47.6%en célulasT

cíe LS. cíe un 41.4% en la mezclade células1 y no 1, cíe un 49% en la mezcla

de célulasT y no T PF y de un 41.1% en la mezclade célulasT y no T PF o

tío. Como se muestraen la figtíra Vi .7, tanto las células no 1 cíe LS sin

modificar, las células no T previamente PF y una mezcla (1/1) cíe atibas eran

capacescíe itiantenersignificativamentela expresióncíe CD69 (90.2%.78% y

65.8%respectivamente)en las células1 de LS a las 7? horasen coníparaciólí

con lascélulas1 cultivadasen solitario (14.87).

Paralelamente,sepreincubaronpor separadolas célulasT y íío 1 de LS

con un AcM anti-CDiS (dirigido contrala cadenaconíún [3?dc las integrinas)

con el objetivo cíe bloquearprácticamentetodas las intcraccio¡íescelulares

directas. El resultado(figura VIS) fcíe una inhibicton significativa cíe la

expresiónde CD69 a las 72 horas(12.1%) similar a la observadacuandolas

células1 cíe LS secultivaronen solitario (la expresióncíe CD69 a las 18 horas

fue de un 42.6%enestegrtípode células).

En conjunto. estos resultados sugieí’en que el iííecanismo responsable cíe>

mantenimientode la expresiónde CD69 en las células1 cíe LS está en
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telacióncon interaccionesdirectasentrecélulas1 y no 1 de LS.

2<) ——

6<) ——

44)

2<)

ti

12 horas 72 hor¿ís

F¡gura \t..S. la expresióit (te (iDó9 en células 1’ tic lu¡tíido sinovial depeitde (le uiíecanisnms de couílacto

directo cmiii células no ‘t’. L¿ís céimiltis ‘1 de [.5 icieron ¿íisl¿ícl¿.ms ~m c’ciltivaclas durante 72 tímmr¿is ert símhhitirímí
tcri¿mctrachos neerims> o irtezcíactas Cit tina propoicion [II c’mmn <ti> célíritís ¿rutútomeas no ‘File LS >tri¿iiremt[mms bktrtcims
ht céitrítis ¿iciiologas no T previamente tratadas con par¿ttotmaldehido tRW) <c’ii¿iclractos bl¿mrtcmst. ci ítír¿r itxe,ch¿i

de cctltihas ¿iriióht2as tu t’ paralorttt¿ilclehizadas o ito [cít’ccitums>Eít ¿i>gtmn<ms experirtktttos l¿is cc’[ctlas 1 s ttmm r cíC

LS ttienmn preirtecibadas por sepctradn con iírt AcM ¿inti—d?DI 5 ctmíí¿íníe [5 tiditimios ti 4 ‘U ¿trttes de ser ttie,vt¿id¿is
c’ít ritxt primporciittt tít >ttiúngulus nc’vrros>, Se ¿inahi,ú it, espreshímir cíe CD69 mecli¿iitte citomeirí¿i clv’ t[crjmi ti [tís It
~. 72 [tortis L¿i exprcsiótt de CD6~ ti tas [2 horas líe c’c)itsiv[erad¿i comO e[ >)> )Q cte expiesimSit La espiesiúit
mecii¿í cíe (DÚO en ese tuometito era 47.60. en célulasT cíe LS. 41.40 en [ti tuezela cíe célultís r ití, i’ 424 ~
[ti it>et’c<a cte célulcts T y ito ‘r BE, 41. jO eít la tiezeltí de célu[¿ís 1’ y ,tmm T PF mm tu. y 4’ 6<4 c’tt lis vv> [it ¿15

pretrítaclas con anO—UD 18 Los rescíltados se expresan curtio el pmic’eni¿íje cíe mtxtrittettimieitio míe (‘fl4i)
vvmttip¿irtíchti con [a expresicStt a itís 18 roías

6. Inducción de CD69 en los linfocitos T de SP.

Como se mostró en la figura VI.6. al añadira las 72 horascélulasno 1

cíe LS a un cultivo cíe células1 cíe LS no sólo se manteníala expresió¡ícíe

CD69 sino c~ue se incrementaba.Paradeterminarsi las célulasno T de LS

mdlían tambiéninducir la expresióncte CD69 en células1 dc SP de pacientes
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Figura V t.9: Inducción de CDÓ9 en células T cte sangre periférica (le artritis reo nialoide por tas células ‘jo
‘1’ (le ihítíldo sinovial. Las céicritís T cíe SP lueron ¿misitictas s cultivttclas clímítmnte [2<) jtoi¿ms rtxezch¿ich¿ms ett ttri¿t
primpimrcii$u tít emmrt célultis icitúlitetís to T cíe SP <clicujo), células .itiiúioutis tu File lS tcrí¿rclíaclmms hj¿iiicmis i mm

célcíltís ¿irinihocas ítm~ ‘r cíe LS previtimenie írtit¿ídas cori p¿mi¿itornitilclehicio tcci¿tclradms ‘teitros 1 ti exjmiesómn cíe

UD69 [crestitorad¿i irtecliante citoitierrítí de licíjo a Lis 5. 72 “ 12>) hoitís del culiivii Los iesultacirms
5c’ exprestiit

cimttvm ej rrmiceirt¿mite mcviitm t±DE) cte expresión cíe UDÚ9

co¡í AR se realizaronvarios experimentoscii los díuc céicílasT puri ficadascíe

SP de ¡NR fueroncultivadasen solitario o en presenciade célulasno 1 de LS

autólogassin modificar o previamente PF. Como se ve en la figura Vi.9. cotí

ninguna cíe estas tres combinacionesse cletectó la presenciade niveles

significativos deCD69.

7. Funcionalidad vía CD69 de los linfocitos T de LS.

La molécula CD69 está involucrada en la activacioncelcílar1. ya cítie se

puedendesencadenarrespuestasproliferativasen estascélulascoíí AcM anti-

CD69 en presenciade activadoresde la PKC a dosis submitogénicas.Dado

que CD69 se hiperexpresaen las células1 de LS de ¡NR. la iííducción de

prolileración celularpor estavía podríacotístituir una forma cíe expatísioncíe
una determinadapoblación T dentro del microambietitesinovial. Rtra
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iii vesti gar esta posibilidad estudiamosa continuación la capacidadcíe

proliferar por estavía cíe los linfocitos de SP cíe ¡NR y controlesy cíe 1.5 cíe

~\R.

Paraello los LSP y los LLS fueron cultivados y activadosen triplicado

con diferentescombinacionescíe forbol miristato acetato(PM A). 1 L—2

recombinantehumana(rlL-2>. AcM anti-CDÓ9 IP l/SX. AcM ami CD2S o

¡NcM anti—CD3 durante72 horas.La proliferacióncelular l’ue estimadacomo

la incorporacióncíe timidina tri riada ( [3H1TcIR) citírante ¡ as 1 6 fi it i mas horas

del cultivo.

Proliferación sin coestímulo.COmO SC ninestraeií la flguíra VI. lOa. los

LLS de pacientescon AR no fueron capacesde proliferar cuando se

estimularonsolamentecon AcM anti-CD69 (501±326cpm). a pesarcíe cítie

esta moléculase encuentrapresenteen la suiperlície cíe uií grau ííúmero cíe

células1. Como ya se habíadescrito, tanto los LSP de controles(375±157

cpm) como cíe AR (??4±l30 cpní) tampocoproliferaron con AcM atíti—CD69

SRI activaciónconcomitantede la PKC.

Proliferación con activación dc la PKC. Sin embargo, aún cii

presenciade PMA la proliferaciónvía CD69de los LLS de ¡NR fue delectuosa

(4099±2857cpm) cuandose comparócon los LSP de co¡ítroles (21 102±1911

<sm- P<0.0001) y AR (20314±2005cpm. P<0.0001. figura VI. 1 Ob). La

adición cíe IL—? recombinantehumanaa los linfocitos cultivadoscon PMA y

AcM anti—CD69 no corrigió completamenteííínguno cíe estos defectos1 LSP

control: 26485+3604cpm: LSP ¡NR: 21140±2674cpní: y LLS ,-\R:

6843±3250cpm). sugiriendoque la bajasecrecióncíe estalinfoquitía no es la

únicacausacíe la falta cíe respuestaproliferativa. La proliferación a u’avéscíe

la vía cte coestimulaciónCD28 en presenciade PMA tambiénfue ciefectttosa

en los LLS (5810±1710cpm) en coníparacióncoíí los LSP cíe los Inisnios

pacientes(17595±3334cpm) o los LSP de controles(18947±2531cpní.

P=0.Cl>. lampoco cii este caso, la aciición cíe rl L—2 anuló o corrígí o
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parcialmenteeste defecto. Las diferenciasobtenidasno se explican por uíía

expresiondiferente cíe CD69 ó CD?8 Iras la estiníuiació¡í con 2 tíg/mL cíe

PMA ya que éstafue similar en los tres gruposcuandose valoro mediante

citoíí~etría de flujo (datos no mostrados).

Proliferación con AcM anti-CD3. La proliltración de los LLS cíe ¡NR

tambiénes defectuosavía CD3 (figura VI. lOe) ¡5887±3110cpm en los LLS

cii comparacióncon 14331±3156cpm en los LSPde pacientesy 14400±361?

cpm en los LSP cíe controles(P=O.0001)1. y la adición cíe un coestímulocon

AcM anti-CD69 [5388±1456 cpm en los LLS en comparacióncon

13529±?13? cpm en los LSP de pacientesy 11534±1556cpm en los LSP de

controles (P=0.0001)] o anti CD?8 [4831±1 ?0 1 cpm en los LLS en

comparacióncon 15059±1074cpmen los LSPde pacientesy 15285±980cpm

en los LSP de controles(P=0.O001)] no corrige estedefecto. De hecho,de

lorma constanteíiero difícil cíe interpretar,la prolíleración inducidacotí AcM

anti—CD3 y anti CD69 (figura VI.9c) fue práctícametítesiempremenor que la

inducidacon AcM anti-CD3 solo tanto en LSP de controlescomo de ¡NR. De

nuevo, la adiciónde IL—2 recombinantehumananocorrigió estedefecto.

Por lo tanto, y a pesarde la alta expresiónbasal, la nioléculaCD69 no

pareceestar involucradaen la mediacióncíe señalesprol i ferattvas en los

linfocitos 1 cíe LS cíe pacientescon ¡NR. La proiileracioii tambiénciclectuosaa

través de la vía de coestímuloCD2S sugiereque el deterioro del procesocíe

activacion1 en LS no puedeseratribuido a una únicaalteraciónfuncional, y

díue los linfocitos T cíe LS presentatípor algún motivo una pm u ncla

iticapaciclacípararespondera diferentestipos cíe estímulos.

Un ciato relevantees cíue.aunqueno seobservarondiferenciasentre los

LSP de pacientesy controlescuandose proliferaronen presenciade PMA y

AcM anti-CD69 o anti-CD28. los LSP de pacientescon ¡NR también

ii~ostraronuna respuestaparcialmentedefectuosaa Ja estimuílacíóíícutanclose

añadiónL-? (19503±1736cpm frentea 26485±21??cpm. P=0.05con PMA
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más AcM anti-CD69; 16999±1374cpm frente a 20961±1256cpm. P=0.05

con PMA másAcM anti-CD2S).

8. Expresión de CD25 tras estímulo vía CD69.

La proliferación inducida en célulasT Iras estimularvía CD69 depende

cíe la produccióncíe IL—2 y de la expresióncte CD25 (cacleííau del receptorcíe

IL—’) Por lo tanto estudiamosa continuaciónla expresiónde CD~_~ tras

activar con dosis submitogénicasde PMA y AcM anti-CD69 en célulasT

purificadascíe LS y SPcíe pacientesy controles.Paraello las célulasT ‘tieton

cultivadas durante 160 horasen presenctacíe mecho cíe cultivo. PMA <2

íg/mL) o PMA más AcM anti-CD69 (TP l /SX. 1 OLíg/mL). Los liííibcitos

fuíeroíí doblementemarcadoscon AcM anti—CD2Sy anti-CD3. y su expresión

sc valoró íííecliantecitometria cte flujo a ciifeí’entes moíííentosdel cultivo (0.

18. 42. 66 y 160 horas).

Las células T no estimuladasde LS mostraronuna expiesionbasal

auíííentadacíeCD?5 en susuperficie(21.2±12.3%)cuandosecompararoncon

los linfocitos T cíe SP cíe los controles(1.8+09%) o los pacieíítescon ¡NR

(4.8±3.3%)(figura VI. lía). Cuandolas célulasseestiniularoncon PMA. sólo

seobservóun modulaciónde la moléculaCD3 en superficiey u¡¡í aumentode

a expresiónde CD25 en los tres grupos.sin díue existieran diferencias

significativas íí en el porcentajeni en la IFM cii ningún momentodel cultivo

<Figura VI.ilb).

El efectode la estimulacióncon PM¡N másAcM anti-CD69 cii céjulasT

de SPde los controlesfue una expresiónprolongaday aumentadade CD?5cii

su superficie. que alcanzóel máximo entre las 4? y las 66 horasdel cultivo

tanto en porcentaje(92.5±5.5%)como en IFM (1.48±0.5).A partir de

entonces. - ~9rogresí~’a¡ííentepeo aun sela expresioncíe CD25 disminuyó

manteníauna considerableexpresióna las 160 horas (Figura Vi. lic) en

comparacióncon la activación sólo con PMA. Los linfocitos T de SP de
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Jinloehios r xirific’ados cte SP de euntrolcs y SP y LS cte paciciries cmmít AR itíeron ctiliivttdns citirtinie 1 (mi) irimias

crt presencia vJe’XIFU siiJn <¿mt. PMA <2 ng/mL ti’) mm ‘NIA ntds AcM atttid’D69 iP 1 IS\ t t y t. las ccjril¿ms

[tierno ititiicadas con AcM mrtti—dD2S y antiUD3 y sir expresión jite ‘¿tiortída ttieciittitte ciiortietrr¿r de iJríkm en
cli lererttes itroirtentos del ctriti~n ><). 12. 42. 66 y 6<) jtcirast, Ltm FN1 cíe ¿rs céltíl¿rs pmisiti~as sc’ c>¿prv’str c’rr
toictades tiibitr¿irhas uti [izandotota escala tomearítínhea. Los esuitacius repiesc’ot¿io ti rtiedia de 4 c’xpc’rittrctttims fin
erirpo Ucí¿mv[r¿íctos hicincos = Linfocitos Y de SP cíe ccmntroles¿ Utitictiados teeros = i iittmncitus r tic’ stiitrc=

pci léii etí de pacientes con A R ¿ Ufren los Li o locitos T de LS de ptici entes emmo ¡X R

paciemi~ con ¡NR mostraronuna respuestasimilar a la misma estimulacton

(81.7±19.4%y 1.46±0.6 de IFM a las 66 horas).

Sin embargo.los linfocitos T de LS dc AR no experimentabanesta

tespuestaaumentaday prolongadaa la estimulacióncon PMA y AcM antí-

CD69. y la expresiónde CD25 ftie similar a la encontradatras activarsólo con

PM¡N (57.5±24.7%CD25~ y 1.15±0.3dc IFM a las 66 horas. P<0.05 y

5 <)

1 (iii
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P<0.005 respectivamenteen comparacióncon los linfocitos 1 de SP cíe

pacienteso controlesrespectivamente).Etí la figura VI. 1?. se iííuesít’a iii

eietíípio representativode tilia tinción.

SP Control SP ¡NR LS ¡NR
UD’5 UD’5 UD25

D - UD25 UI)25

D UD2S UD25

LOG INTENSiDA DDE FLUORIESCt7.Nd?tA

Ficura ‘1.12, lrxpresion (le ~iD25 en controles y’ aririfis retiniatojíje tras acl ivación con A c,N 1 ti oH- d’ 1)49.
En est¿í ticura se niciestr¿¡ [a expresión de UD25 cci iinfnciios T cíe SP cte un sujeto coninmí sen tiirti~ciiiis r cíe Sp
y LS cíe rin p¿iciente cím,t AR tr¿ms ser sometidas ti dilerentes estiniutos ~ después cje 66 tintas cíe ¿mciis¿mciiirt Las
céJultis r ¿tiento tiisl¿ict~ms vcthtis icLís ‘iii estrmuh~íi. estírtruJ¿ívias dimí> PNiA mm PJi..—\ iritis AcM ¿mítii—(’D69.

Estos resultadosindican que la proliferacióndefectuosaencontradacii

los LLS cíe ¡NR podría explicarseal menospor una ciefectctosainducción cíe

CD
2S tras el estímulovía CD69. Este defecto no fue observadoen células1

cíe SPcíe ¡NR. sugiriendoque otro mecanismopodría serel responsablecíe su

proli feraciónparcialmenteanormal.

9. Producción de JL-2 tras estímulo vía CD69.

Finalmente investigamossi una producciónclelectuosacíe Ib? taiííbién

podría jugarun papelen el defectofuncional observadoen céluilas1 cíe LS de
¡NR y. parcialmente.tambiénen SP cíe ¡NR. Paraello se valoró la procluccion

z

7

-t Q
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de IL-? por partede los linfocitos T de SPde controlesy ¡NR y de LS de ¡NR.

uti lizancio los sobrenadantesa las 66 horas del experimentoaíiterior. cli liii

bioensayocomo la proliferaciónde la linea CTLL-~ que creceexclusivamente

en función de la IL-? disponibleenel medio.

Como se observa en la figura VI. 13. los AcM anti-CD69 ¿íuíííentaj’oíí

apreciabiementela producciónde IL-? en las células1 de SP de los controles

a las 66 horas (18.25±7UI/mL con PMA ¡uds AcM anti-CD69 frente a

5.75±3.5(JI/mL con PMA solo). Ni los linfocitos T cíe LS (1.5±1.2UI/mL

con PMA másAcM anti-C069frentea 2.5±1.1UI/mL con PMA solo) ni los

de SP de pacientesconAR (8.95±0.8UI/mL con PMA más AcM anti-CD69

frente a 9±6.2UI/mL con PMA solo) attíí~entaronsu produccióuícíe IL—9 cii

2<)

D
cm

15

it)

Pm

Nlediurn PMA

m
CéI u ¡¿Ls Y che SP cte ci itt itt les

Células T cte SP cte AR

Células Y de LS de AR

tt’i gura Vi, 13. Pr(,dwxión de tL—2 por los linfocitos ‘1’ de sangre periférica de cotitrides y tos ¡infoci los ‘1 <te
saitgre ¡teroférica y líquido si itovial tic t)ncientes con art ritis retiitta (ni <le ‘la UD49. mis Ii mt lime [ti ms

piirilic’¿tdns cíe SP cíe conítoles x SPv LS cte pacientes clin AR icíermír, c’itjiiv¿iclos cicirtitite 16>) himicis crí preseireití
míe MFC súto. PMA) o ‘MA tris AcM ¿íítti—CD69 Ltms símbrenadantes Lieron iecnvríctmís ti cts 66 himítis y ve
¿ititilizo la procicicción cte IL—2 en cro binenstivo cítmo la ptmtiileraciiin che la Jitíetí iI2—ciepenclictrie (71LL—2 Lis

PNIA. + anti Ct)6’)

‘escíhíados represení art la mcciia t±DEI de 4 ex peri rnenrns ptír eímrpm
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respuesta a la estimulación vía CD69. Estos resultadosindican que la

tiíicíonalídaddefectuosa vía CD69 puede ser explicada por tinas clehcientes

expresión(le CD25 y producciónde [L-2 en linfocitos T de LS cíe AR y una

anormalproducciónde IL—2 en linfocitos 1 cíe SPcte AR.

10 Proliferación de los linfocitos 1 dc LS CD69~ y CDÓ9L

CD69 se expresatransitoriamenteen la superficiecelular duranteel

pr~ces~normal de activacióndel linfocito T. Como ya se ha comentado,la

expresíonde CD69 es bastanteconstanteen los linfocitos T de LS de

pacientescon AR y se mantienepor interaccionescelularesdirectasentre los

linfocitos T cíe LS y las células no T presentesen el mismo mícroambíente.

anli-CDÓ9

ant i -CD2S

aníi-CD3

anti-CD3 + anti-C069

anti-CD3 + anfl-CD2S

P Nl A

¡‘MA + antLCDÓQ

PMA+ unu CD2S

¡ ¡

1000 200<> 300<> 4<10<) 50<)<) td)<)<)

LII TdR i iicotpoia~ioii C[5IVI

Figura VI.¡4. Pr(,Iileracitin (le los linfocitos T de líquido sinovial CD69+ ~‘CI)69—.Sc ohiuvicron linfoellos ¡
dc LS dc pacie ¡Mes con AR CD69-+- barras legras) y CDÚQ— barras grises) y se culloatito O 011:1 eotlecIltI:IeloIl

dc 2 x 1W eéluIasI200¡tt cn MIT. Las células fueron activadas po triplicado con diferentes cotnhin:iciones de
UNJA. AcM nti—CD3. anti—CDÓQ. y anti—CD2S. Sc cstin,Ó la proliferaelén eclu)ar entilo la eor¡iol:heioIl de
¡31—1 TdR ilumine las dIurnas 16 horas ole euh¡vo. Los resultados sc expresan entilo epm Y representan la tuteolio

eít tres <ti ¡ci os.
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Por lo tanto. CD69puedeserconsideradocomo el marcadorcíe tina población

celular T recientementeactivadaque esta sometidaen la sinovial a una

activación continua. Paraanalizar si las poblaciones cíe ccl tilas T del LS

CD69±y CD6W representandos poblacionesfuncionalmentedistintas, se

realizaronlos skuientesexperimentos(Figura VI. 14).

Se obtuvieroncélulas T purificadascíe LS CDÓ9+ y CD69 mediante

selecciónpositiva y negativacon bolas magnéticasrespectivamentey fueron

activadaspor triplicado con diferentescombinacionescíe PN4A y AcM antí-

CD3. anti-CD69y anti-CD2S.

Observamosque ambaspoblacionesfueron incapacescíe proliferar con

AcM anti-CDÓ9 sólo o en presenciade activaciónconcomitantede la PKC

con PMA. Sin embargo,los linfocitos 1 CD6tY mostrarontina respuesta

[)l’oIiferativa significativamentemejor que las célulasT CD69±cuantío se

activaronvía CD2S en presenciaconcomitantecíe estímulosnieclíacios vía

CD? o PKC. Estos resultadosindican que los linfocitos 1 cíe LS CDó9±y

CD6SY exhibendiferentesrespuestasa travésde diferentesvíascte coestímulo.

11. Proliferacién de los linfocitos T de LS tras cultivo.

Se ha demostradoque las célulasT sometidasa activación continua

entran en una [ase reversiblecíe incapacidadpaul respondera estímulos

(anergia).Esto ocurre en situacionesfisiológicasen las dlue existe tina alta

exposici6na Ag. comopor ejemploen los linfocitos (le la lámina propiadel

ntestíno. Los linfocitos T obtenidoscíe la láminapropia intestinal comparten

dos característicascon los linfocitos T de LS de pacientescon AR: una alta

expresióncíe CD69 y una baja respuestaprol i ferativa ante diferentes

estímulos.Tambiénseha demostradoque en algunasenfermedades,comopor

ejemplo el LES, en las que los linfocitos estánsometidosa un procesocíe

activacióncontinuo y producenbajas cantidadesde IL-2. estascélulas son

capacescíe aumentarsu produccióncíe IL—2 despuéscíe su ‘reposo’ en cultivo
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diurantevariosdías.

Paraanalizar si la respuestaproliferativa defectuosaobservadatras a

activacióna través de CD69 o CD2S en los linfocitos T de LS de pacientes

con AR pucheramejorar tras el reposocíe estos linfocitos en ce1 ti ve. los

linfocitos 1 dIc LS fueron mantenidosen cultivo durante5 chascon o sin ¡Li

lO UI/mL) y luegoserealizaronexperimentosde proliferaciónsimilaresa los

descritospreviamente.

Ambos grupos de céiulas en reposomostraronuna mejoría en la

respuestaproliferativa globalmentecuandose activaron a través de la

moléculaCD2S con activación concomitantecon AcM anti-CD3 o PMA.

aulklue la mejoríafue significativamentemayor en el grupo precultivadlo coíi

nL—2 (fi”ura VI. 15). Sin embargo.el coestímuloa travéscíe CD69continuaba

al menos parcialmentedefectuoso,sugiriendoque la recuperacióndic la

funcionalidaden estasdosvías de coestímul()ocurre a un ritmo diferente.Los

LSP cíe pacientescon AR cultivadosen las mismascondlicionesno mostraron

ninikin cambio significativo en sus respuestasproliferativas (ciatos no

mostrados).
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VII. DISCUSIÓN

Existe una abundanteinformación sobre la exprcsion che diversos

marcadiorescte activación intermediosy tardíosen los linfocitos T cíe la AR.

así como cíe stí funcionalidací (analizadacomo la capacidaddc inducir

proli ¡eracrono la pr-oducción de anticuerpospor las célii las B ). Sin embarro.

sesabepoco acercade los eventosmásprecocesde la activacióíiT en la AR.

cíe lo díue ocurrenjusto antescíesu entradaen ciclo celular.

La expíesióndic CD69 (el marcadorde activación1 de aparición mas

precoz)en un alto porcentaje.con una alta ¡FM y cíe una forma constanteen

los linfocitos 1 del LS de pacientescon AR <y>” 1)7), ha abierto la hipotesi s cíe

cíue este antígeno de activación celularptíeda estar juganchoun paPel en la

patogeniade la inflamación crónica característicade la AR. En este trabajo

hemosestudiadola caracterizaciónfenotípicadhe los linfocitos T CD69+ del

LS. la regulaciónde su expresióny la capacidadcte la moléculaCDÓQ para

inducir señalesproliferativasenestos linfocitos.

1. Estudio fenotípico.

El primer grtípo de experimentosfue realizadoí=aracaracterizarla

población dic linfocitos T presentesen el LS cíe pacientescon AR cíue

expresanCD69. Como ya habíasido publicado previamente »~. hemos

observadoun aumentode la expresióndc CD69 en las células T dcl LS de

pacientescon AR en comparacióncon las células1 dic SPde los mismos

pacientes.En muestraspareadasla expresiónde C.D69 fue siempre

significativamentemayoren el LS cíue en la SP dhe los mismospacientes.La

alta expresióncíe este marcadoren e] microambientesinovia] implica una

ciertacompartimentalizacióndel fenómeno.chadoque no se habíanobservado

previamentediferencias en cuanto a su expresión ni i ntensichachcíe
fluorescenciaen célulasT cíe SP entrepacientescon AR y controlessanos

¡ <>~>. En nuestrotrabajo,la distribución de otros marcadorescíe activaciónen
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los linfocitos 1 del LS y SP de los pacientescon AR fue similar a la descrita

en la literatura (87.9 995.196)

Se han descrito diferenciasen la expresióncíe otros marcadorescíe

activación en los linfocitos 1 de SP entre pacientesx controles 9 ~. La

expresión cíe CD69 es sin embargosi ni i lar. Esta cli sparichaches chel9ida

pí-obablementea la cinética especialde CD69. Esta moléculachesaparece

rápidamentede la superficiecelulardespuéscíe algunashorasche la activacion

con diferentesestímulos.Ello lleva a concluir cíue los linfocitos T cíe los

pacientescon AR no estánsujetosa un procesoche activacióncontinuaen SP

perosí en el LS.

La alta expresióncíe CD69 en linfocitos T no es una situaciónexclusiva

(le la AR. Se hadescritounasituaciónsimilar en las células1 obtenidascíe los

oruanosdiana che otras enfermedadesinflamatorias humanascomo la

escierosísmultiple ~ la hepatitis viral croníca < ~ la enfermedadcíe

Grayes (1 ~ la sarcoidosis(2út>), eh miocarcíio cíe los corazolíest ransplantaclos
y en el líquido pericárdicoche pacientescon derramecrónicopor diversas

carcíiopatías (3D?, i nclic anclo citíe CD69 puede estar i mpl icaclo en los

mecanismosc~iie produceninflamacioncrónicaendiferentespatologías.

Pero no sólo se ha observadouna alta expresión de CD69 cii los

linfocitos 1 en situacionespatológicas.De hecho. CDÓ9 se expresatambién

en un buen numerocíe sittíacbonesfisiológicas que tienen como comun

chenominadorla alta exposicióna Aiz. Se ha descritola expresiónconstitutíva

cíe CD69 en los timocitos y en los linfocitos 1 cíe la láminapropia intestinal

t?03K cíe los pulmonesdic sujetosnormales[tímadioresx• no iumacloi-es ~ en

las células cíe Langherhansde la epidermishumana¡ ~> y en la checicluade

mujeresen los primeros mesesde embarazo(9(>5) Como se comentaí-amas

adelante,en muchascíe estas situacionespatológicasy fisiolócicas. les

niocitos 1 compartenno sólo muchascaracterísticasfenotípicascon 05

1 inlocitos T del LS cíe los pacientescoíí AR. sino tambiénfuncionales.
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Nosotros hemosobservadoque las células T CD69+ del LS eran

prechominantemente.aunqueno exclusivamente.(iD3+¡CDS+. mientrasque

las célulasCD69 mostrabanun fenotipo CD3+/CD4+ en su mayoría. Este

fenotipo CDÓ9+/CD3+/CDS+también predominaen el infiltíado celularde

las hepatitisviralescrónicas<¡98) y en las biopsiascíe miocardioobtenidas(le

corazoneshumanostrasplantadosduranteel rechazo<2t>l ~• En amboscasosse

ha propuestoque estascélulasCDS+ estánjugandoun papel importanteen la

patogeniache la enfermedad.De hecho, se ha descritoque la expresioncíe

CD69 es necesariapara el desarrollode ciertas funcioneselectoras~ las

células NK (Y>6}, pero el papel que puedajugar en las células T CDÑ±

obtenidascíe pacientescon AR u otrasenfermechaclesaunestápor determinar.

También hemosobservadoquelas célulasT CD69+ dcl LS eran también

predominantementeCD25 y HLA~DR+, lo que contrastacon la cinética cíe

aparicióny modulacióncíe estosantígenostras la activación in í’km de las

célulasT normalescíe SP ~>. Tras la activaciónche linfocitos T normalesvía

RcI/CD3. seproducela expresióny modulaciónsecuencialy ordenadache un

eran numerode moléculasde superficie. En primer lugar aparecenlos

antíizenoscíe activación inmediatoscomo CD69 A continuacion.y a medida

que los primeros van desapareciendocíe la superficie celular, aparecen

anticenosintermedioscomo IL—9Ru (CD25) y CD7 1. Más tardeapal-ecenlos

aíltíeenoscíe activación tardíos como HLA—DR. VLA— 1 y se produceel

cambiode la isoformaCD45RA a CD45RO.

La situaciónen LS che AR es chistinta. Coexistela expresiónche CD69 y

antieenostardíos con nula o escasacxpresioncíe antícenosche activación

ntermedía.Di versosestudioshan confirmado que en los liii foci tos 1

activadosjo ¡itro muy pocascélulasco-expresanCD69 con [-¡LA-DR o VLA-

• Sin embargo.másde la mitadde los linfocitos 1 dcl LS son CDÓ9±¡ HLA-

DR+ ¡ CD25. y por lo tanto parecenhabersesaltadola ordenadasecuencía

que ha sido descritamás arriba(CD69. CD25. HLA-DR y FinalmenteVL
1\-

1). De este modo, en la mayoríade las célulasT del lícíuiclo sinovial existen
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evidenciastanto cíe habersido activadastanto muy recientementecomo va

anteriormente.Se desconocectíal es la siQnificaci~n patogénicacíe esteestado

cli=activacionaparentementeparadlogico.

S¡n embargo.es interesantehacernotar en estesentidodíue. comose ha

mencionado,las célulasT presentesen organosen los que estánsometichas

fisioló2icamentea unaalta exposicióna Ag. como ocurre en la láminapropia

del intestino o en los obtenidosmediantelavado broncoalveolarcíe sUjetos

normales,muestranun fenotipo (CD69+.CD45RO+. CD251 CD7 Ii similar

a las de las célulasT del LS de AR <203.2(M)

Se ha asumidotradicionalmenteque el estadocíe activación de los

linfocitos T del LS en la AR eschebido a la activación local mechadapor un

Ag. Sin embargo.paraque seprodujeraesteestadocíe activacióncii el cíue la

secuencíacíe apariciónde antiVenos cíe activación en la superficie no es la

habitual,no todos los linfocitos puedenhabersiclo activadosal mismo) tiempo.

Existendos posiblesexplicaciones.En primer lugar. podríanexistir cli ferentes

subpohlaciones.cada una de las cualesexpresaríadiferentesantí2enosde

activación.Alternativamente.podríanexistir otros mecanismosdíue reeulai-an

al alza la expresióncte cheterminadosmarcadorescíe activacióny cíue fueran

di [erentes a la activaciónclasícamedianteAQ.

Recientementese ha descrito un modelo cíe míuracion iii ¡¡tó cíe

nfoci tos 1 en vesículascutáneasi nciucichascon el den vacío prote¡ co

purificado cte la tuberctílina(PPD). Las céltílasT obtenidlascíe estasvesículas

expresanHLA—DR y VLA— 1 ya a las 24 horascte stí formación, mientrasque

¡o ¡Uro los linfocitos T activadoscon PPD solamenteexpresanHLA—DR y

VL.A— ¡ una semanadespuésche la activación, lo díue sugierecíue a estas

vesículasmhzrande formapreferentecélulas1 pre~aetivachas(2<>?),

Además.seha demostradoque las célulasmemoria(CD45RO±)miszran

cíe forma muy eficientea la membranasinovial y otros sitios cíe inflamacion
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¡~ ‘<>~>. y queduranteel procesode migración las célulasT expresanCDÓ9.

y en menor medidaHLA-DR (2<~7209, ¡ ~ Ello ocurre tambiénchespuéscíe la

adihesióncteestascélulasacélulasendotelialesnr ti//Y)

De estemodo.el estadode activaciónparadójicocíe las célulasT dcl LS

che AR no ptíedeexplicarsesolamentepor una o varias activacionesji¡ siUl.

sino cíue también pueden existir al menos otros dios mecanismos

<reclutamientopreferentede células pre—activaciasx’ contactocon células

enchotelialesdurantela migración)paraexplicarlo.Sin embar~zo.estostrabajos

no aclaranpor dlué. tina vez dentro del mieroambientesinovial, la expresión

de CD69 se mantendríamásal]á del contactocon las célulasendoteliales.Es

decir, seríaesperabledadala cinéticade expresiónde CDÓ9 cíuie estamolécula

chesaparecierade la superficiede los linfocitos T si en el LS no existieranotros

estímulosque hicierancíue seexpresaracíe forma continua.

2. Regulaciónde la expresión de CD69.

Por ello, también hemosestudiadolos mecanismosc~ue regulan la

expresiónaumentadacte CD69 en los linfocitos T cte LS de AR. Nuestros

íesultaclosdemuestranque la presenciacíe célulasno T cíe LS es determinante

en el mantenimientocíe esta expresión.como dluedia i ncl icaclo por los

experimentosen los díue. hascélulas1 cíe LS cultivadasen solitario modulaban

a la baja la expresiónde CD69 al contrario cte lo díue sucedíaen adluellas

cultivadasen presenciade células no 1 cíe] mismo LS. Además.cuandose

añachíana las 72 horascéldílasno 1 de LS a unctíltivo cíe céldilas1 en solitario

seinducíaunarecuperaciónde la expresiónde CDÓ9.

El mantenimiento de CD69 dependeademásche ¡ nteracciones

directasentre ambos tipos de células va que (a) las células no 1 cíe LS

lijadas con paraformaldehiclo.cítie no puechenproducir factoressolubles

(311) manteníanla expresióncte CD69 cíe la misma forma díue las células

1 no [ijadas: (b) los sobrenadantescte cultivos de células1 y no 1 cíe LS
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cte AR en los que se manteníauna alta expresión cíe CD69. fueron

ncapacescíe mantenerla expresiónde CDÓ9: y (c ) tras el blocjueo cíe

£ran parte cíe las interacciones celulares con AcM anti—CD18. la

expresionde CD69 se inhibía de forma si sznificativa. La fracción diC

células no T cíe LS incluye células como monocitos—macrófa~zos.células

B. células dendríticasy células de la capabordeantesinovial 22) que

cii fieren en scí fenotipo. capacidadpara interaccionarcon los 1 ¡ niocitos T

y su producciónde citoquinas<III. 57. 63.213,24)

Si cl mantenimientode la expresióncíe CD69 en la sinovial cíe AR

ciepenchede la presenciade algunosde estossubtiposde célulasno T es aLo

cíue aún quedapor investigar. Igualmentequedapor establecersi son

¡‘esponsablesche estemantenimientode CD69 mecanismosde achhesiónAe—

específicoso inespecíficos<215)~ Existen un aran númerocíe moléculasen la

superficiecíe la célulaT que. interaccionandocon sus receptoresen la CPA.

puedendesencadenarseñalesque activen ambascélulas y. eventualmente.

puedanciar lugar a la expresiónde CD69. Por ejemplo, la expresioncíe

diferentesmoléculasde adhesióncomo LFA- 1. ICAM- 1. ICAM-9 hCAM-3.

VCAM- 1. VLA-4 y VLA-5 estáaumentadaen las célulasdel microambiente

sinovial. Y se ha demostradoque moléculasinmovilizadascíe ICAM-3

la activaciónvía CD3 la expresióndeCD25 y CD69.síneruizancon en }‘ que

el mecanismoes a travésde la interaccióncíe ICAM—3 con tina integrina~i2.

probablementeLFA— 1. ya díue hos AcM anti-CD18 inhiben completamentela

activacióncíe las células1 <2 í6>~ Además,los AcM anti— [CAM—3soncapaces

cíe coestimulartanto linfocitos 1 activadoscomo en reposo.mientrasque los

AcM anti—ICAM— 1 sólo tienen actividadcoestimuladoraen los linlocitos T en

reposo.Tambiénse hademostradoque en algunasenfermedadesautoinmulies

en las ciue existe una alta expresiónlocal cíe CD69 en el óruano clíaíia. las

interaccionesLFA-l/ICAM-l. LFA-l/ICAM-3 y VLA-4/VCAM 1 jucuanun

papeldeterminante<~t En nuestrosistema,el hechocíe cíue la expresióncíe

CD69 se modulara a la baja en los cultivos de linfocitos 1 y no T del LS

pretratadlcscon AcM anti-CD18 indica cíue las interaccionescíue finalmente

mantienenla expresióncíe CD69 estánrelacionadascon la interaccióndic las
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cadenasj32 de las integrinas.probablementeLFA- h . con algunos dhe sus

iinnclos.

Se chesconocecjué papelpuedejugar la expresiónde CD69 en los

linfocitos T. Sin embargo.a la luz cíe los ultimos conocimientossobre la

l-cQulación hsíolo~ícacíe CD69 se puedenaventuraí-varías hipótesis. Lii

primer lu~zar. es interesantereseñarque los linfocitos T cíe SP cíe AR expresan

menosCD69 en sti superficieen respuestaa AcM anti—CD3 cíue los linfocitos

T cte SP cíe sujetosnormales ¡ ~fl. Ehio implica cíue la hiperexpresióncíe CD6t)

en LS no es tina consecuenciade tina tendenciaintrínsecacíe los linfocitos T

che SP a respondermás vivamentea estímulosde activación. Por cl contrario

la respuestadefectuosavía CD3 en SP podría clebersea una falta de

acoplamientoentre el complejo Rcí/CD3 y los segundosíiwnsajeros.como

tambiénsu2lereel hechode que los linfocitos T de SP de AR respondanLual

cíue los normalescuandoson activadosvía PMA clue estimuladirectamentela

PKC <¡(>7>, Resultainteresantedíue las célulasT cíe la láminapropia intestinal.

cíue muestranun fenotiposimilar al cíe las célulasT cíe LS. tienen un aumento

reversible cíe Ja concentracioncíe Ca2~ intracitoplasniicn cj ue ini pide la

cleuraclacióndel fosfaticlilinositol—4.5—difosfatoy su activación completavía

CD3 <2<>3> Se puedehipotetizar que los linfocitos T CD69+ de LS podrían

estaren una situación luncional similar y cine. cuandoestascélulasno cistan

en contactocon las célulasno T en el LS o recirculan a SP, careceríandel

estimulo de activación adecuadopara mantenerla expresióncíe CD6O.

Consecuentemente.CD69 se modularíarápidamenteche la superficieaundlue

semantendríatemporalmenteun estadode ‘post—actívacion caí-acte-ízaclopor

la expresiónde A~i cíe activacióntardíos(92,¡<r ¡<>~ y una respuestaciefecttíosa

vía CDS

En este trabajo no se han estudiadodirectamentelos mecanismosdíue

mechan la inducción de CD69 en células1 cíe LS che AR. Se ha comentado

mas arriba que los lin[ocitos 1 sinoviales podríanser linfocitos pre\’iailienle

activados.En este sentido, se ha diemostradid)c~ue las células T ‘íiíemoria’

(CD45RO+)migrande unaforma preferentea los sitios cíe inflamación,entre
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ellos a la membranasinovial de AR <l44.<»~ y díue churanteesteprocesode

miuracion se induce la expresión(le CD69 en dichascélulaspor su contacto

con las células endotehiales<=<r-2(N,2¡ 0k Inclependientemente cíe los

mecanismosimplicadosen la migracióny/o inducciónde CD69 en célulasT

cíe pacientescon AR. nuestrosresultadosdemuestranclaramenteque la

expresiónde CD69 semantieneen las células1 cíe LS cíe AR por mecanismos

cíe contacto directo concélulasno 1 cíe LS. Esto puedereilejar que dentrocíe

la artículacionestascélulas reciben persistentementeseñalesde actí\aclou

(mechadasa travéscíe moléculascíe adhesióny/o mecanismosAg especílicos>

que puedentenerimportantesconsecuenciasbioquímicasy funcionalestanto

paralas célulasT corno paralas célulasno T.

Entre estasconsecuenciassepuedenmencionartres específicamente:(a)

el papelde CD69en la mediaciónde señalesde proliferación~ (b) el papel

cíe CD69en el desarrollocíe determinadasfuncionesefectorasen los linfocitos

1 u otras célulasdel LS <2<>6.217} y (c) el papel cíe CD69 en la inducción cíe

ci toquinas pro-inflamatoriascomo factor cíe necrosistumoral al fa JN FW e

iííterietiquina 1 beta(IL— 113) conun papelya demostradoen la patoueníacte la

AR <IS7,2i8.2i9) La primera de estasposibilidadesserácomentadamás abajo.

Vamosa centrarnosahoraen lasotrasdos,

Se ha estudiadoel efecto de los AcM anti-CDÓ9 en la inchuccioncíe

actividad citohítica en diferentestipos cíe célulasefectoraslinfoides. y se ha

demostradoque son capacesche desencadenardicha actividad citolitica en

célulasnatural killer (NK) CDYCD 16+ cíe diferentessubtipos. clonesde

célcilas NK CD3CD 16— que no respondíana otros estímulos ( incluyendo

AcM anti-CD16. anti-CD2. o fitohemaulutinina)y clones cíe célulasT con

RcT y¿ de diferentessubtipos.perono en clonesde célulasT con RcT u13. Por

lo tanto, parececíue CD69 puedeiniciar una vía cte activación cíe diversas

[unciones citoliticas comunesa varios tipos de linfocitos citolíticos efectores.

con la importante excepciónde las células citol íticas T con RcT—u13.

precisamentelas más frecuentesdentro cíe los linfocitos T del LS en la AR
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<2(>6> Por lo tanto, y en lo que a los linfocitos T RcT u13±/CD3+respecta.

í9tírecepocoprobableque CD69 juegueun papeldeterminanteen la activacion

cíe la Lincion citolítica.

Más interéstiene el papelde CD69 en la inducción cíe determinadas

ci toquinaspro—inflamatorias.Durante los últimos añosse ha demostradoc¡ tic

la 1—113 y el INF—u, que son producidosprincipalmentepor los monocitos

macrólasros.son los principalesmediadoresde la inflamacion \‘ la clcstruccioií

¡isuiar en la AR <22<>>, El efecto sinénricode ambos mecliadoi-es lleva a la

produccióncje metaloproteinasasen £zranclescantidadespor los concirocitos.

sínovíocítosy célulasóseas.Sc ha demostradotanibiénqueel conmc¡ocíjíecto

cutre los linfocitos activadosy los moíiocitos/niacrotauoses u no de los

principalesfactoresque desencadenala producciónde hL- 113 y TNF-u. Esta

activaciónestámediadapor variasmoléculasde superficieque sc expresanen

la superficie cTe los linfocitos activados,entreellas CD6S) ¡ ~> y CDII. Y que

puedenserbloqueadosmedianteAcM especíFicos<21521~>. Ello abre nuevase
mportantesexpectativascon implicacionesno solo patogénicas(el papel cíue

la expresiónmantenidade CD69 en los linfocitos 1 del LS por contacto

directo con los linfocitos no 1 del mismo LS juega en el desarrolloy

mantenimientocíe la enfermedad)sino también(le tratamiento.

3. Funcionalidad de la molécula CDÓ9.

La activacióna travésde la moléculaCD69 es capazde desencadenarla

proliferaciónde los linfocitos T normalessolo en presenciacíe una activacion

concomitantecte la PKC (¡83>, La alta expresióncte CD69 podría inchicar cíue

los linfocitos 1 cíe LS cíe los pacientescon AR estánrecibiendoseñalesj17 tito

que podríanhacerque luego fueran capacescíe responderiii íi<m al

entrecruzamientode las moléculasde CD69 en superficiecon AcM. Dicho de

otro modo, los linfocitos T cíe LS podrían haberrecibido va una cíe las cl¡ >5

señalesnecesariaspaí-a proliferar en estesistema<activacióncíe la PKC) y

estarprimadosparaproliferar en respuestaa la segundaseñal (los AcM antí-
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CD69). Ello podríaseruna vía de expansiónde una determinadapoblaciónen

el LS. Sin embargo. nuestros resultadosdemuestranque. a pesar cíe la alta

expresiónde CD69. los linfocitos T cíe LS de pacientescon AR íío proliferan

en presenciade AcM anti-CD69en solitario.

/\demás.tras la activacióncon AcM anti-CD69y PMA (un activadorcíe

la PKC). los linfocitos T del LS cte pacientescon AR tuvieron una respuesta

proliferativa sisznificativamentemenorcíue las muestraspai-eaciasde SP cíe los

mismospacienteso cíe controlessanos.Ello chemuestraque CD69 es una vía

deactivacióndefectuosaen los linfocitos 1 de LS de pacientescon AR.

El estadoen que seencuentranestos linfocitos T del LS se asemejaa la

alteración funcional observadaen los linfocitos T cíe la lámina propia

intestinal. dondeexiste tambiénuna alta expresiónin vivo cíe CD69 pero al

mismo tiempo los linfocitos tienen unaspobresrespuestasproliferativasante

diferentesactivadoresy mitó~zenos(221> Sin embanzo.difiere marcadamente

che los tímocítos que expresanconstittítivamenteCD69 y íío íiml i feran en

presenciade AcM anti—CD69 solo. pero tienen una respuestaproliferativa

normalsi existeunaactivaciónconcomitantede la PKC ~

Hemosobservadotambiénque los linfocitos T cíe LS de pacientescon

AR tienen unasrespuestasproliferativasanormalestras la activac¡óna tra\es

ch¡i complejo CD3 y cíe la vía de coestímulacionCD28. en estecaso antoen

presenciade AcM anti-CD3 como de PMA. Un hecho cíue mereceun

comentarioapartees que la proliferación inducidacon AcM anti—CDS y anti—

CD69 fuerasiempremenorque la inducida con AcM anti-CD3 solo. Ambas

vías che activación suponenun aumentocíe la [Ca2~licy puedeocurrir que el

aumentoinducido por los AcM anti-CD3 sea por sí mismo suficieííte. cíe

¡í~odo cíue un aumentosubsiguienteen la [Ca2~1 desencadeneuna señal

¡íe~atívaen el interior cíe la célula (20$ Se ha descritoque la activacióncon

AcM anti—CD5 tienen también un efecto inhibitorio sobre la proliferacionde

los linfocitos T cíe LS cíe pacientescon AR <22)• y estamoléculatambién
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¡nchucetin aumentode la [Ca2]~
12.

Independientementede esto, parececomo si nin2~nestímuloItiera capaz

cíe chesencadenaruna proliferación normal en los linfocitos T del LS cíe

pacientescon AR. Nuestrosresultados,así como los observadospor oti-os

grupos utilizando cli ferentesestímulos(99$ implican díue estascélulas se

encuentranen un estadode anergíaprofunda en el cual. diferentesestímulos

díue son mediadosa travéscíe distintasseñalestransmembranay mecanismos

bioquímicos intracelulares,son kualmenteineficacespara desencadenarla

proliferacióncelular.

Al igual ciue ocurre con otros receptorestransmisorescíe señales

transmembrana.la capacidadcíe CD69 para i ncl uc ¡ r una respuesta

proliferativa. dependefinalmentecíe la inducción cTe II -‘Ra (CD’5~ y cíe la

prodluccion cte IL-? <~ ~<>¡,Nosotros analizamosla exprcsion che CD25 en los

linfocitos T de pacientescon AR tras la activación con PNIA y /\cM antí-

CD69. y nuestrosresultadosdemuestranque estascélulas respondenal

estímulocon una expresiónde CD25 más baja que las células T de SP de

paciei1tes y controles, tanto en porcentajecomo en ntensiciací cíe

fluorescencia.Esteresultadoestáenconsonanciacon la incapacidadcíe la nL-

‘ exógenapararevertir el defectocte prolíleraciónen los linfocitos 1 dcl LS.

Como se ha observadotambiéncon otros estímuloscíe activación ¡ ¡¡>234 ‘~S¡

los linfocitos T del LS cíe los pacientescon AR íio aumentaronsu p¡-oclucció¡í

cíe 1 L— 2. el otro eventonecesariop~íra su proh i feracion, e Ii resptic sta a la

activaciónvía CD69.

Los linfocitos T del LS son fenotipicamenteheterogéneos,expresan

marcadoresde activacióntempranosy tardíos ~ y aproximadamenteun 60<4

expresanCD69 <í¡>7), Para analizarsi las poblacionesde célulasT CD69+ y

CD69 representandos grupos celulares fti ncionalínente cii sti n tos,

examinamossu capacidadde proliferar en íespuestaa distintosestímulos,Los

linfocitos T cíe LS CD69+ y CD6CY fueron incapacescíe proliferar tanto con
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activación directa del complejo RcT-CD3 con AcM anti-CD3 como a la

coestimu[ación vía CD69 en presenciade PNIA o Ac Ni anti-CD3, Sin

cmbargo. la respuestaproliferativa a la activación a travéscíe la vía cLe

coestímuioCD28 fue significativamentemayor en los linfocitos 1 CD69 del

LS. especialmentesi existía cm estímulo concomitantesobre la PKC cori

PMA. Este resultadodemuestraque las células T CD69 y CD69±tienen

diferentesrespuestasa travésde vías ctecoestimuloaltcrnativas Las célulasT

CD69+ tienen un marcadodefecto tanto en la activación a través de CD69

como cíe CD28, mientrasque has células1 CD69- muestranuna respuesta

parcial pero consistentea travésde CD2S. Dado que la expresiónmantenida

de CD69 esuna consecuenciadirectade la interacciónentrelas célulasT y no

1 del LS. estainteracciónpodría ser la responsablecíe la induccion v/o el

mantenimientode un estadoprofundode anergiaen la población celular1

<‘“6_>17> Si la población de células T CD69±y CDÓY representandos

subgruposcelularesdiferentesen su sensíbiliclací y/o especificidad a las

señalesmediadaspor las célulasno T presentesen el lícíuicho sinovial es aleo

que tochavía desconocemos.Sin embargo.cuandose aíslancélulasT che LS

CD69 y se les sometea diferentesestímulos in vitro (PMA o AcM antí-

CD3). estascélulasCD6W expresanCD69 en su superficiede una manera

ííormal. suciriendoque representansimplementela misma población eíi dos

situacionesfuncionalesdistintas.

Como ha quedadodemostrado,las célulasT del LS mantenidasen

cultivo durantevarios días sin la presenciacTe células no T (leí mismo LS.

modulansu expresióncte CD69 < 107} Paraavanzaren el conocimientocíe la

fujíci onaliciad de los linfocitos 1 del LS. analizamosla respuestaprol i leratíva

de estos linfocitos sin separarantesy despuésdic su ‘reposo’ en cultivo

durante5 chas.Nuestrosresultadosindican díue los linfocitos 1 cíe LS tras el

reposomuestrantan solo una mejoríamarginalen respuestaa la estimulación

vía CD69. Sin embargo.la respuestaproliferativa a través che la molécula

CD2S aumentó cte [orma si Linificativa. especialmentesi se a ñ achía

simultáneamenterIL—2. Se ha descrito una recuperaciónsimilar en los

linfocitos T de pacientescon LES <228> y en las células1 obtenidascíe la
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lámina propia del intestino <203), sugiriendoque puedehaber mecanismos

biodíilímicos comunesen el desarrollocíe aiieruia en los linfocitos T en

diferentessituacionesfisiológicasy patologicascíuie tienencomo clenomínaclor

comun el hechocíe que las célulasT reciban señalesde activacióíi cíe forma

conti n ti a.

En conjunto.estosdatossobrela [uncionaliclacícíe los linfocitos 1 del LS

de pacientescon AR sugierencíue estascélulaspresentanun estadocíe anercía

profundopero reversible,y que susinteraccionesdirectascon las célulasno T

del LS podrían tener importanciaal menosen el mantenimientocíe este

cletej-ioro funcional < <>7t Lina observacióninteresantees la respuestadiferente

que se observóa través de las vías de coestímuloCD2S y CD6Q en los

linfocitos T CD69— y en los linfocitos T tras el reposo.Las moléculasCDÓQ y

CD28 difieren en los mecanismosintracelularescíe transciucciónde la señal

que finalmente inducenla producciónde IL-2 y la expresiónde IL—2Rcc

Mientras que CD69 actúaen concierto con la activación vía RcT/CDS.

produceun aumentocíe la [Ca2~]¡
12y es sensiblea la acciónde la ciclosporína

A <““9 ‘30), el entrecruzamientode las moléculasde CD28 produce la

fosforilación cíe residuosde tirosina. ciesencadenaseñalestanto calcio-

ciepenchientescomo calcio-independientesy es resistentea la acción cte la

ciclosporinaA <231), Las señalessieneradasa travésde CD69 participanen el

control cíe la expresióncíe1 cen die la IL—? a iii ve 1 transcripcional( actua u cío

probablementea través de los factorescíe transcripciónNFAI y AP- 1)

mientrasque el CD2S aumentala transcripcióncíe IL—
9 induciendoal nienos

otro factor cte transcripcionadicional específico(CD28RC) pero también

estabilizandoespecíficamentesu ARNm <

Se podría hipotetizarcíue las célulasT del LS cíue expresanníar-caclores

de activacionmás recientes(las célulasT CD69+) tendríanun deterioromas

profuncio tanto en los niveles transcripcionalescomo postranscripcionales

comunesa las vías de activaciónCD69 y’ CDZ8. Por el contrario, aquellas

células que son más resistentesy/o tienen una recuperaciónmás rápida a la

estimulaciónsostenida(las células1 CD6W o las células1 en reposo)habrían
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restauradoparcialmenteuna parte de los mecanismoscíe transmision(le la

señalintracelulares,principalmenteaciucílosdependientescíe CDS.

Puedenexistir variosmotivosqueexpliquenesteestadocíe anercíaen las

células1. En primer lugar. la recepcióncontinuacíe señalescíe activación in

vivo cíentro de la articulacion puedetener importantesconsecuencia

i9iodiuímicas y ftíncionalestanto para las células1 como no T <2>3> Sc ha

ciemostrachocíue las célulasT activadasrepetidamentea través ciel complejo

RcT/CD3 entran en un estadode anerciareversiblepero de larga duracion.

esteestadopodríaestarcansadopor la modulacióncíe diferentesmoléculascíe

superficiey/o la ciepleccióncíe los segundosmensajerosintracelulares 232)

Las interaccionesentre diversasmoléculascíe superficie y sus liganclos.

incluyendo las moléculasCD69 y CD28 28. puedenjugar un papel en la

generaciónde señalesal interior de las célulasque hipotéticamentepudieran

inducir esteestadode anergia en los linfocitos 1. Verwilghen \T cols, han

demostradorecientementeque un 30% cíe los linfocitos T cíe la membrana

sinovial de pacientescon AR expresanla moléculaB7. el ligando de CD2S.

Además,estascélulaseran muchomás potentescomo estimulaclojasen un

cultivo mixto cíe linfocitos alogénicoprimario que las célulascíe SP. lo díue

inchica que este BY es funcional y que las propias célulasT puedenservir

como CPA y deactivar la vía del CD2LS cíe forma autocrina 233 En

condiciones normales, solamente las células T díue son actívacías

¡-epeticlamentesoncapacescíeexpresarB7 “~4), lo que che nuevoindica el alto

gradocíe activacióncíe estascélulasni tiro.

En segundolugar. se ha demostradoque la exposiciónji) í’jtí-o cronicaal

factor cíe necrosis tumoral al fa ( IN F~). LI n a ci tocj u i n a pro— ¡ n 11amatori a

presentede forma abundanteen el LS de la AL modifica la funcionalidadcíe
los liíifocitos activados<235), Por el contrario, el pretratamientoduranteun

largo periodo jo ¡‘¡ti-o con AcM anti—INF neutralizanteaumentalas respuestas

pi-oliferativas, aumentala produccióncíe linfoquinas y la produccióncíe IL-

2Ru tras la activacióncon anti-CD3 <236),
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Fi nalinente, otro factor importante en la ínodli ficación cíe la

luncionaliclacícíe los linfocitos T activadospuedenservarios productoscíe los

monocitosactivadoscomo la prostaglanclinaE1 (PCE1) <237) o los productos

hiologicosde la <238)poliaminaoxidasa díue disminuyenla procli~ícción cíe IL-

2. En este sentido. Fleschery cois. han demostradocíuc la inhibición cíe la

produccióncte poliaminas aumentala produccióncíe [L—2por las células

mononuclení-esde LS cíe pacientescon AR <239>,

El estacio funcional anormal cte los linfocitos T del LS de la AR no

implica queestascélulassean“inocentes”en la patogeniadc la AR. De hecho.

estos linfocitos 1 cíe LS “anérizícos” son capacescíe ciesarrollar i mpo¡-tantes

funciones como ayudar a las células B a cli [erenciar y secretar

inmunoglobuhinas(24<>) e inducen la expresióncíe CD”? en lis céltilas 13 cíe

tina maneramuy eficiente (¡56), Aunque se desconocesi CDÓ9 tiene un

contra—receptor.sí es secretadoal medio como ocurre con otras moléculas

funcional y estructuralmenteafines,así como las consecuenciastu ncionales

(3) RcT¡CD3 MEMBRANA SINOVIAL

[FA- ¡

Otras

C D45 RO

LEA- ¡

ML A->

ENDOTELIO VASCULAR Olras

vi A-l

CDÓQ

í’~1 <“>

Oi D
1)

RcT/CD3

C1945R0

~¡ gura VII. 1. Modelo hipotético de m¡gración y activación transendotelial de los
linfocitos 1 en la AR.
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de su expresión,a la luz de lo discutido aquíse puedeavanzarun modelo

hipotéticode expresión,regulacióny función de la moléculaen la AR.

Los linfocitos T circularíanen SP de los pacientescon AR en un estado

de pre-activacióno post-activación[figura VII. 1, (1)]. es decir seríancélulas

que ya han tenido un primerencuentrocon un Ag hipotético y que expresarían

marcadoresde activacióntardíos como CD45RO y VLA- 1. Además,estos

linfocitos 1 expresaríanLFA-l en su forma activadajunto con otrasmoléculas

de adhesión.Los linfocitos pre-activadosmigraríande forma preferentea las

articulacionesinflamadas[figura VII.l, (2)], y en el procesode migración

transendotelialy por efecto de interaccionesdirectas entre las moléculasde

adhesiónde unay otracélulaexpresaríanCD69 [figura VII.]. (3<

LIQUIDO SINOVIAL CD6S

RcT/CD3
¾‘

LEA-1
Otras

MEMBRANA SINOVIAL
CD45RO

VLA-1

(1)

CD69

(3)

Figura VII.2. Modelo de mantenimiento de la expresión de CD69 en los linfocitos T del LS
y su recirculación a sangre periférica
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Inhibid on
funcional

Nos encontraríamosentoncescon unoslinfocitos T en el microambiente

sinovial que muestranel fenotipo característicoCD3+/CD69±/CD25-

/CD45RO+/HLA~DR+/VLA~1 + ademásdel resto cíe moléculasde acíhesion

(LFA-l activado.LFA-3. ICAM-l. VLA-4. VLA-5) [figura V 11.2, (1)!. Una

vez en el LS. este estadode activación se mantendríamedianteel contacto

directo con otras células no 1 presentes(monocito/macrófasios.células

clendríticas.célulasB y/o célulascíe la capabordeante)[figura VII.?. (2)]. Las

<3)

JL-113 Otías
TNFct [unciones

111
1N FLA MA CíON

CRONI C A

Figura Vila. Modelo de interacción entre los linfocitos T y las células no T del LS y
posibles implicaciones patogénicas de CIPOS.

célulasque por algún motivo tuvieran una mayor resistenciaa la actívacion

por estavía o no estuvieranen contactocon las célulasno T. modularíande la

superficieel CD69 [figura VII.?. (3)]. Partede las célulasdel LS recircularían

a SP en donde,careciendodel estimulo cíe las células no 1 del LS. no

(1) CD69

(2)
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expresanCD69 basalmentey circularían en un estachode post-activación

caracterizadopor una incapacidadparcial para resl9ondlera determinados

estímulos [figura VII.?. (4)1. Estas mismascélulas puedenser capacesde

alcanzarcTe nuevotina articulacióninflamadae iniciar el ~

Porúltimo, los linfocitos T del LS con unaexpresionsostenidacíe CDÓQ

nteraccionaríanconotrascélulasen el microambientesinovial induciendop~

un lado la actividad citolítica en célulasNK y células 1 con RcT-y6 ¡ Figura

VHS. (1)1. y por otro la produccióncíe citoquinaspro—inflamatoriascomo IL.-

113 ~ TNF-u por partede los monocitosy macrófagos[figura VJI.3. (2)1. las

cuales. junto con otras funciones aún por determinar,contribuirían

decisivamentea la inflamación crónica característicacíe la enfermedad.

Finalmente, las CPA inhibirían funcionalmentea los linfocitos T del LS a

través de la producciónde TNF-a, poliaminas u otros mecanismos[figura

V[I.3. (3)]. De estaforma se perpetuaríaesteestado“raro” de activaciónen

las células 1 del LS cte modo que. si bien son incapacescíe proliferar

normalmente,sí cíue (lesarrollanotrasfuncionesigualmenteimportantes.
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VIII. CONCLUSIONES

CD69 es un marcadorde activaciónprecozcíue se expresaen un alto

porcentajede los linfocitos 1 del LS cíe los pacienesconAR.

2. La alta expresiónde CD69 en los linfocitos 1 de LS de los pacieíites

con AR estáen consonanciacon la alta expresiónde HLA-DR. pero contrasta

con la relativamentebaja expresióncíe CD?5. indicandocíue estoslinfocitos

muestransignosde activacióntanto pasadacomomuy reciente

3. Los linfocitos T CD69+ de LS de los pacientescon AR son en su

mayoríaCDS+, CD25 y HLA~DR±.mientrasque los linfocitos T CD69 son

en su mayoría CD4~. CD25 y HLA-DR~. La expresiónde CD25 es

relativamentemenoren los linfocitos T CD69±cíueen los CD69.

4. La expresiónde CD69 se mantieneen los linfocitos T del LS en

presenciade la fracciónde célulasno 1 deI mismoLS.

5. El mecanismoíior el que las células no T del LS mantienenla

expresióncíe CDÚ9 en las células1 esel contactodirecto célula-célula.

6. La adición de célulasno T a un cultivo cíe linfocitos T cte LS escapaz

de mantenerla expresiónde CD69 en estoslinfocitos. Las célulasno 1 dcl LS

son incapacesde inducirCD69 en los linfocitos 1 de SP.

7. Los linfocitos de líquido sinovial (le pacientescon AR prolileran

menosque los linfocitos de SP cíe pacienteso controlesa través cíe la vía de

coestimuloCD69 aún enpresenciade activaciónconcomitantede la PKC.

8. Estaincapacidadparaproliferar a travésde CD69 estáen relacióncon
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una menorexpresiónde CD25 y una menor produccióncte lL-~ ctiinclo los

linfocitos T de LS sonactivadoscon AcN’1 anti-CD69y PNIA.

9 La menor respuestaproliferativatambiéna travésde CD3 u otras \Y¡fl5

cíe coestimulocomo CD2S demuestraque los linfocitos cíe lícíuidlo sinovial

estánen un estadocte anergiao hiporrespuestafrentea diferentesestímulos.

lO. Los linfocitos 1 CD69+ y CD6< difieren en su respuesta

proliferativaa travésdevías de coestímulocomoCD2S.

II. El estadode anergiade los linfocitos 1 (le LS es reversibledespués

cíe su cultivo en solitario durante5 chíascon o sin nL—?. La recuperacióncíe la

íespuestaproliferativa es distinta a travéscíe las vías cíe coestímuloCD6O y

CD2S: mientrasdespuésde 5 díasde cultivo la recuperaciónde la ¡espuesla

proliferativa a travésde CD2S es bastantecompleta.la proliferación a ¡naves

de CD69 siguesicnclo muy marginal.
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