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La gastritis crénica es un procesa inflamatorio de
etiologia desconocida, que afecta exclusivamente a la capa
mucosa de la pared gastrica®®, pe su definicién se desprende
que se trata de un término histoldgico, ya que no se acompaiia
de una sintomatologia caracteristica e incluse en muchos casos
puede ser asintomitica. Unicamente aparece un cuadro clinico
definido si, en su evolucifn, se desarrolla ‘anemia perniciosa.
Esta se produce cuandc la mucosa gdstrica es incapaz de
secretar Factor intrinseco impidiendo la absorcién de vitamina

Bl2 en ileon terminal, 1o que determina una hematopoyesis
anormal®#!,

La lesidn gastrica en los pacientes con gastritis
crénica autoinmune sin anemia perniciosa es morfolégicamente
indistinguible de la de los enfermos con anemia perniciosa.
Asimismo, parece que los posibles factores eticpatogénicos son
comunes a ambas situaciones. Por estos motivos se considera la

gastritis crénica autoinmune como un estadio latente o previo
a la anemia perniciosa‘™.

Aungue se descenoce el mecanismo Intimo de la lesidn
géstrica, la gastritis crénica autoinmune y la anemia
perniciosa se consideran enfermedadas de probable origen en una
alteracién de la autorreactividad fisioldgica del sistema
inmune dados los hallazgos clinicos, histoldgicos e
inmunolégicos. Entre &stos se pueden destacar: la naturaleza
de la lesién gédstrica, las anomalias fenotipicas y funcionales
de los linfocites de sangre periférica y mucosa gédstrica, la
presencia da autoanticuerpos géstricos y su asoclacién con
diversas enfermedades autoinmunes y tipos HEA 510



Thomas Addison, en una conferencia de la Sociedad
Médica Londinense en 1849,

realizd la primera descripeidn
c¢laramente reconocible de anemia perniciosa, aunque &l no le

dié aesta denominacidn., Austin Flint de forma dintuitiva
relaciond la anemia perniciosa con una degeneracidn de las
gléndulas gastricas™. sSin embargo, fue Penwick'™ en 1870 el
que propeorcicond la primera evidencia histoldgica de atrofia

géstrica y dos afios mas tarde fue denominada anemia perniciosa
por Biermex®®,

Inicialmente la conexién causal entre la anemia y la
gastritis fue incomprensible, aungue se habia observado una
respuesta reticulocitaria en pacientes que habian tomado
grandes cantidades de higado cocinado (Minot y Murphy,
1926)® . La explicacién de este hecho fue dada por Castle®™”
quien mostrd que la combinacibdn de un “factor extrinseco"
jdentificado como vitamina Bl2 y un "factor intrinseco” en el
juge gistrico, daban lugar a la respuesta reticulocitaria. Més
tarde, otros estudios demostraron la existencia da titulos
séricos elevados de autoanticuerpos gastricos . Finalmente,
por el cumplimiento de los criterios de enfermedad autoinmune
de Mackay y Burnet, la anemia perniciosa y la gastritis crénica
autoipmune se consideraron come una dnica entidad denominada

enfermedad autoinmune gdstrica®.
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SPEC o] cog, DI OETICOS Y TERAPEUTICO

La anemia perniciosa se define como una pancitopenia
megaloblistica causada por malabsorcién de vitamina Bl2
secundaria a la deficiencia de factor intrinseco®?. sin
embargeo, aungue la anemla perniciosa estd siempre asociada a
gastritis crénica atréfica, aclorhidria y malabsorcidn de Bi2,
no todas las formas de gastritis crénica y malabsorcidn de Bl2
representan anemia perniciosa®™, Por ello debemos considerar en
primer lugar la situacién de la anemia perniciosa dentre del

amplio espectre de variedades de gastritis y malabsorcién de
Blz,

EMY ERNICIOBA Y GAS

cuando hablamos de gastritis asociada a anemia
perniciosa, nos referimos tnicamente al tipo de lesién
denominada gastritis crénica autocinmune®3101318

La gastritis aguda 28 un proceso autolimitado que
retrocede cuando el agente desencadenante (alcohol, drogas,
téxicos,; radiacién, gérmenes, etc.) desaparece. No progresa a

gastritis crénica y por tanto no se relaciena con la anenia
perniciosa®i®,

Ciertas enfermedades inflamatorias crémicas del
est6émago como la gastritis hipertréfica hipersecretora, la
gastritis granulomatosa, la gastritis infecciosa o la gastritis
eosinofilica, son entidades nosoldgicas diferentes neo
relacionadas con la anemia perniciosa®t!iia,
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El primer problema que plantea el estudio de la
gastritis crénica es su clasificacifn. Sin embargo, a partir
de la utillizacién de las técnicas endoscépicas y la toma de
biopsias mGltiples se han vrealizado dos tipos de

clasificaciones en base a ecriteries histolégicos e
inmunolégicost™f,

La clasificacién histolégica de la gastritis crénica
estd basada en el grade de intensidad de las lesiones(?, se
distinguen:

i.- gaatpitis cxdndca suparficial. Es un proceso
fracuente gque llega a afectar a més del 50% de la poblacién por
encima de 40 afips. Se caracteriza histoldgicamente por 1la
presencia de un infiltrado inflamatorio crénico en el tercio
luminal de 1la mucosa, constituido fundamentalmente por
linfociteos y células plasméticas, La estructura glandular estd
congervada y el epitelio de superficie muestra sélo camblos
leves & ipespecificos. $1 bien la evolucién de esta lesidn no
se conoce con claridad, parece relacionarse en algunos casas
con la aparicisén de una gastritis cronica atréfica a largo
plazo.

2.- gastritis crénica atréfica, Se define
histélegicamente por la presencia de una mucosa géastrica
adelgazada en la gque el infiltrado inflamatorio previamente
deserito se extiende a la zona glandular, con pérdida variable
de &sta y con la consiquiente disminucién del niimero de células
parietales y principales, Existe también alteracién del
epltelio de revestimiento, apareciendo zonas de metaplasia
intestinal y pilérica.

1.~ ptrofis géstrica. Al avanzar la gastritis crénica
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atr6fica desaparecen las gléindulas géstricas, el inflltrado
inflamatorio acompafiante es minimo y la metaplasia es néds
generalizada.

En 1973, Strickland y Mackay'®, y en 1988 Correa®,
proponen una clasificacién de la gastritis crénica atréfica en
base a c¢riterivs histoldgicos, topogridficos, analiticos e
inmunolsgicos:

l.- crénioa o A & auts or [
4ifuss, constituye la lesidn anatémica gidstrica asociada a la
anemia perniclosa., Se caracteriza por atrofia de la mucosa del
cuerpo Y fondo con pérdida de gl&ndulas oxinticas y sin
afectacién del antre o con gastritis antral superficial. Otras
caracteristicas gon: ausencia o disminucién de la secrecidn de
dcido, pepsinbdgena y factor intrinseco; elevacién de la
gastrina sérica y presencia en suero y jugo géstrico de
autoanticuerpos géstricos. Se transmite de forma autosémica
dominante con penetrancia incomwpleta. Asimlsmo, en estos
pacientes la inecldencia de carcinoma gdstrico parece estar
aumentada®™, aunque es tema actual de controversia.

2.- Gastritis crénica tipo B & no autoinmune o antral
difusa, Se caracteriza por afectacldn del antro y cambios en

el cuerpo de cardcter focal. Existe una marcada disminucién de
la secrecidn &cido-péptica-géstrica, con niveles de gastrina
sérica normales o bajos, Se asocia con la enfermedad ulcerosa
péptica, La presencia de los nencionados autcanticuerpes es
inusual, Sin embargo, en un porcentaje minimo de pacientes se
han encontrado algunos auteoanticuerpos con especificidad frente
a células secretoras de gastrina, le gue supondria la posible
existancia de una variante autoinmune™.
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3.- gastritis crénica mixta o fipo AB o multifocal.
Estd afectada tanto la mucosa antral como la fandica con una
distribucisn multifocal. Es el tipo més frecuente y se
garacteriza por: disminucién de la secrecitn géstrica &cido
péptico, niveles de gastrina sérica variables, ausencia de
dataccién de autoanticuerpos gdstricoes y cuantificacitn de
vitamina B12 normal. Se asocia a la Glcera gistricay tiene una
incidencia mayor de carcinoma gistrico, Se ha descrito una
predisposicién genética tipo autosémica recesiva, aungque se
necesitan mayores estudios para su confirmacisn®®,

R 8 IO

Al igual gue existen gastritis no relacionadas con
la anemia perniciosa, la deficiencia de vitamina B12 pueda ser
secundaria a diferentes alteraciones no asocliadas con aquella
tales como el vegetarianismo estricto, la gastrectomia, clertos
paragitismos, patologia o reseccién del 1leon terminal,
diversos f&rmacos (PAS, Colchicina, Neomicina) etec. Existen,
sin embargo, clertas anormalidades metabblicas de la absorelédn
da B12 de muy baja prevalencia que tienen cierta similitud con
1a anemia perniciosa, aunque generalmente son f&cilmente
distinguibles por su aparicidén a temprana edad y por no afectar
a la secrecién 4cida gistrica. Estas entidades son la anemia
perniciosa congénita (déficit aislade de factor intrinseco o
funcionalmente anémale), el sindrome de Imerslund-Grasbeck
{ausencia congénita o anormalidad del receptor ileal para la
vitamina B12), y el defecto congénito de transcobalamina II®,
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BEFICIENCIA DE COBALAMINA

En el hombre, la cobalamina tiene dos funciones
metabSlicas principales, en primer lugar participa en el
metabolismo del folato y en segundo lugar es necesaria para la
degradacisn de clertos &cidos grasos®?,

steina en metio a, Esta
reacclén envuelve la tranaformacidn de
EN-metil-tetrahidrofslico (forma circulante del dcido félico)
en dcido tetrahidrofdlico (forma activa intracelular) mediante
la accién de la metilcobalamina. La deficiencia de cobalamina
proveca un descenso en las concentraciones intracelulares de
4cido tetrahidrofélico y un incremento de 1la eliminacidn
urinaria de homocisteina., El acfimulo de folato circulante,
metilfolato, se denomina "trampa del folato". Esto origina un
trastorno en las reacciones que requieren folato incluyendo la
sintesis de DNA. La sensibilidad e intensidad de la lesién que
el déficit de sintesis de DNA ocasiona, estd en relaclén con
la velocidad de divisién celular, siende mds sensibles y por
ende mis lesionados acuellos tejidos con un alte indice
mitStico (mé&dula o6sea; cé&lulas epiteliales de los tractos

gastrointestinal, respiratorio y urogenital; génadas Yy
osteohlastos) .

2.- Iscmerizaciém de metilmalonilcoenzima A 2
gucoinil-coenzima A, En el hombre, el proceso principal del

metabolismo del propionil-coenzima A procede de la
isomerizacibn del metilmalonilcoenzima A a succinilcoenzima A,
a través de la enzima metilmalonil-coA mutasa, gue requiere la
desoxiadenoxilcobalamina como cofactor esencial.

La carencia de cobalamina provoca el aclmulo
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intracelular de metilmalonil-coh Y proplonil-cod, con un
aumento de la eliminacién del metilmalonate per la orina. El
propionil-coA (con tres carbonos) es incorporado en la
blosintesis de acidos grasos en lugar del acetil-ceA (con dos
carbonas), dando lugar a &cidos grasos con un nimero impar de
carbonos. BEstos &cidos grasos anémales son incorporades en los
1ipidos de la membrana de las células neurcnales provocando
trastornos en la conduccidn nerviesa ¥ posiblemente
interviniendo en el proceso de desmielinizacidn. Este trastornc
metabdlico es 1a causa de las alteraciones neurolégicas
observadas en la deficiencia de cobalanmina..

5éﬁ;&é&g&g;gggg.&&dﬂIQAQHQE_LA‘EA§IBSEI§,£BQEEHL_1_AEEHIA
BERNICIOSA.

En la mayoria de los casos, la gastritis crénica es
asintomidtica y en otros las manifestaciones clinicas son
inespecificas, englobables en el concepto de dispepsia. S6lo
aparece un cuadro clinico definido al desarrollarse la anemia

perniciosa®®,

EL inicio del cuadro clinico es lento, pues la
anemia, de cardcter crénico, es bien tolerada a pesar de cifras
bajas de hemoglobina. La triada clisica formada por palidez
marcada, ardor lingual (gleositis atréfica} vy parestesias es
infrecuente®™,

Las manifestaciones neuroldgicas son wmuy variables
y se relacionan con el tiempo de evolucién de la enfermedad.
Su forma m&s tiplca es la mielosis funicular o degeneracién
combinada de los cordones espinales {posteriores y laterales).
£n los casos leves, fnicamente se manifiesta como parestesias
e hiporreflexia; en los casos avanzados ¥y graves puede
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apreciarse pérdida de fuerza, alteraciones de la marcha, y
trastornos de la sensibilidad de posicién y vibracién en grado
variable con un signo de Romberg positive, hiperreflexia,
sindrome piramidal y polineuropatia ™. En raras ocasiones se
observa este cuadro clinico sin anemia megaloblistica®?,

Pueden existir tanbién manifestaciones psiquidtricas
en forma- de cuadro depresivo, trastornos de la conducta,
pérdida de memoria y demencia, inclusc en ausencia de anemia
o macrocitosis®®,

1.—- BSe describen a continuacidén los hallazgos
encontrados en la anemia perniclosa, dado que la gastritis
crénica no se asocia con alteraciones en los par&meti:oé
bloguinicos o hematolfgicos determinados habitualmente®!#.b,

A,~ Hemograma, En el hemograma caracteristicamente
se objetiva la presencia de anemia macrocitica normocrémica,
con VCH>100 £1 (frecuentemente entra 110-140 fl en casos
graves). La morfologia de los hematies en los frotis es anormal
con  eliptocitoesis, anisopoiquilocitosis, macrocitesis,
observindese en ocasiones eritroblastes. Los reticulocitos
pueden ser normales o estar ligeramente disminuidos en relacidn
con el grado de anemia, Es frecuente observar moderada
leucopenia, siendo caracteristica la existencia de neutré&filos
hipersegmentados, Los recuentos de plaguetas pueden estar

también disminuidos, especialmente en los pacientes nuy
anémicos.
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B.- Hédula &ssa, La médula Ssea es hipercelular, con
hiperplasia de la serie eritroide, presencia de eritxoblastos
de gran tamafio con intensa basofilia, fundamentalmente en las
formas J6venes. La cromatina tiene un aspecto perlado,
avidenciande un falle en la mnaduracién nuclear., Las series
mieloide y megacariccitica muestran también megaloblastosls,
siendo caracteristica la presencia de metamielocitos gigantes,
neutrsfilos hipersegmentados y megacariocitos con citoplasma
anormalmente amplio. Mediante tincifén de Perls se cbserva un
excesivo ntmero de sidercblastos y aumento del hierro
macrofégice.

a.- ba ] cas, Ss obsarva
hiperbilirrubinemia indirecta, incremento de la
lacticodeshidrogenasa (LbH} y disminuecidén da la haptoglobina
debido al aumento de la destruccidn de los hematlies por
macrocitesis y hematopoyesis ineficaz. La sideremia y la
ferritina suelen encontrarse alevadas.

2.~FPRUEBAS ESPECIFXCAS

A.- Determinacidén de 1a cobalamina plasmitica
mediante radioimmunocensayo ®%. Los valores normales oscilan
entre 300 y 1000 pg/ml, Cifras inferiores a 120 pg/ml
caracterizan la deficiencla de cobalamina y las de 120 a 300
aconsejan el seguimiento del paclente.

B.- Tast 4e Schilling, Se objetiva una wmarcada
disminucién de la absorcidn de cobalamina. La normalizacion de
la prueba mediante la administracién de factor intrinseco juntoc
con la cobalamina, es imprescindible para establecer el
diagnéstico®®.
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C.— Daterminacién sérica de anticusrpes antifactor
intrinsece y anticélulas parietales giatricas®™®. La sospecha
de anemia perniciesa por datos clinices ¢ por una prueba de
Schilling anormal se eleva =i existen anticuerpos contra el
factor intrinseco y/o las células parietales gistricas.

D.- BEstudlo endoscdpico v biopsia gistrica. La imagen
endoscédplca caracteristica en la gastritis crénica autoinmune
¥y anemia perniciosa es una mucosa tanto p&lida come
eritematosa, con pérdida de pliegues y en casos avanzados,
visualizaciotn de vasos subnucesos por atrofia de la mucosa.
Pueden encontrarse polipos a cualguler nivel de origen
hiperplasico asi como tumores carcincides®, El diagnéstice
definitivo se realiza por medic del estudio histolégico, para
lo cual deben tomarse biopsias del antro, cuerpo y fundus
gdstrico®. Habitualmente se observari una gastritis crénica
atréfica de cuerpo y fondo sin afectacisn del antro o con una
gastritis antral superficial. El andlisis del jugo géastrico
demostrard invariablemente aclorhidria histaminorresistente.
Todos estos datos se completaran con la determinacién 'de

pepsinégeno I y gastrina, que mostrard hipopepsincogenemia e
hipergastrinemia @M,

10 GAS CRONIC

La lesién géstrica puede mantenerse sin variaciones
durante largos perfodos de tiempo, mientras que en otros casos

progresa hacia atrofia gdstrica o excepcionalmente remite
liegando incluse a la normalidad®,

Un 16% de los pacientes con gastritis crénica
autoipmune desarrellarsd una anemia perniciosa latente o
wmanifiesta en un plazo medio de ocho afios™, También puede
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aparecer deficiencia de hierre®™,

En los pacientes con anemia perniciosa después de la
administracién de vitamina Bi2 ss observari una répida
normalizacién de todos los parémetros clinicos y analitices,
a excepcién de los camblios irreversibles producidos en el
sistema nervioso®,

Asimismo, aunque es objeto de controversia, dada la
mayor incidencia de carcinoma gédstrico en estos pacientes,
deben ser revisados peri&dicamente, realizapdo una endoscopia
gistrica en caso de que aparezcan gintomas®?, Actualmente,
mediante cuantificacién del DNA y anflisis del ciclo celular
as posible que se puedan identificar a les pacientes con riesgo
de desarrollar adenocarcinoma gistrico®?.

El tratamiento de los pacientes con gastritis cxénica
es sintom&tico, procuranda evitar factores irritantes géstficos
y empleando antiicidos si aparecen sintomas dispépticos, aungque
1a respuesta obtenida suele ser variable9,

En los pacientes con anemia perniciosa el unico
tratamiento es la administracién de hidroxicobalamina o
cianocobalamina durante toda la vida®®, Un esquema de
tratamiento puede ser el siguiente : 1000 pg a dias alternos
durante la primera semana; 1000 pg dos veces por semana en la
segunda y 1000 pg a la semana durants la tercera y la cuarta.
De mantenimiento se utilizaré una dosis de 100 pg nensualmente.
La administracién de dosls masivas de vitamina Bl2 no sélo no
acelera la normalizacién de la megaloblastosis, sino cque
incluso es causa de complicaciones trombéticas, embblicas,
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hipopotasemia, trombocitosis importantes y alteraciones en los
lipidos plasmiticos®.

Hay que monitorizar la respuesta al tratamiento. En
las primeras veinticuatro horas desciende la concentracifn
sérica de. hlerro, que puede permanecer baja durante varias
semanas, El1 sequndo dfa se inicia una reticulocitosis,
alcanzando un méximo hacia &l séptimo. En los casos en gue no
se produce respuesta reticulocitaria o es menor de lo esperado
se deben investigar otros factores que contribuyen a la anemia
{infeccidn, déficit coexistente de Acido félico o
hipotiroldismo). Durante la primera fase del tratamiento es
aconsejable controlar la concentracldn sérica de potasio ¥y
administrar un suplemento del mismo si es necesario®®,

IXI.~ FPACTORES ETTOPATCGENYCOS DE LA GASTRITIS CRONICA Y ANFMIA

PERNICIORA

En la eticpatogenia de la gastritis ecrénica y anemia
perniciosa se han inplicado muchos factores®?,

A~ CTO XOGENOS
1.~ plimentos v deficiencias nutricionales,

Se atribuyeron a las hebidas calientes, té y café una
participacién en el desarrollo de gastritis crénica, que
posterlormente no se ha dewostrado. En relacién con las
deficiencias nutricionales, se ha intentado correlacionar la
aparicisdn de gastritis crénica con los descensos da retinol,

ribofl;vina ¥y niacina, pero no se poseen suficientes datos para
asegurarlat?,
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2.~ Aloohol. tabago y féxmacos.

Ha sido objeto de muchos estudios el papel del
aloohol en el desarrollo de esta patologla, pero tan sélo se
ha podido establecer una relacidn con la gastritia crénica no
autoinmune en algunas casos de etilisme crénico®®, En cuanto al
papel del tabaco se ha encontrado una mayor frecuencia de
gastritis crénica no autoinmune en aguellos {umadores que
consumen mas da 20 cigarrilles/dia debido posiblemente a un
aumento del reflujo ducdeno-gistrice, con lesi®n de la barrera
mucosa y retrodjfusién de H' “9%, Ho se ha encontrado relacidn
antre la gastritis crénica y el consumo da farmacos™,

3.~_Hedicobacter pylori.

Es una bacteria espiral microaercfilica que =se
encuentra en la superficla de las células de la nucosa
gdstrica, protegida del fcide por la capa de moco que la
envuelva y por las gecreciones alcalinas de las células
epiteliales. Son mbviles en un medio altamente wviscoso ¥
parecen adaptarse especialmente a la capa mucosa de &stas
c&lulas, ya que no se encuantran en Sreas de metaplasia
intestinal del estémage, y cuando se identifican en el duodeno
s6lo se localizan en zonas de metaplasia géstrica. Este
microorganismo se ha relacionado con el desarrollo de la
mayoria de las patologlas gastricas, principalmente dleera
péptica y gastritls crénica B4, sin embargo, se ha observado
que estos microorganismos se hallan menos frecuentenante en los
paclentes con anemia pernicioesa, probablemente relaclonado con
el desarrallo de extensas ireas de metaplasia intestinal®?,
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B.- TORES ENDO

1.~ vele i

Todos los estudios coinciden en demostrar gque la
prevalencia de la enfermedad aumenta con la edad, especialmente
por encima de la gexta década, aungue con variaciones
geograf locas®™®,

2. cras_genéticos.

Existen evidencias para pensar que la anemia
perniciosa y la gastritis cronica autoinmune son enfermedades
con bases gensticas®iM

A) Relativa alta incidencia de la anemia perniciosa
entre los habitantes del Norte y Este de Europa, posiblemente
porque es el grupo de poblacién mejor estudiado, siendo tipica
la asociacién en sujetos con ojos azules y temprana aparicién
de canas%?,

B) Existencia entre los familiares de estos enfermos
de mayor inecidencia de anemia perniciosa, gastritis crénica
atréfica y otros trastornes inmunolégicos. Mientras gque la
prevalencia de anemia perniciosa en la poblacién en general es
de menos del 0,2%, ia enfermedad se observa en el 20% de los
parientes en primer grado de pacientes afectos. Asi mismo se
ha observado anemia perniciosa en gemelos homocigotos; sin
embarge también se han encontrado discordancilas sugiriendo que
algun factor nedicambiental puede influenciar el desarrollo de
la enfermedad®®,

. ¢} SegGn estudios recientes la gastritis crénica
autoinmuna se herada de forma autosémica dominante®”.
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D) Los estudios HLA realizades han resultado
discordantes, aungue parece existir una mayor asoclacién con
HLA-A3 y HLA-B7"7, Estudios mds recientes han mostrado una
clara asociacién con antigenos Dr®®. Se ha observado que el
riesgo de anemla pernicicsa en ausencia de enfermedad endocrina
se relaciona con la combinacién Dr2/Dr4 y Dr4/Drs5, nientras que
en su presencia se asocia preferentementa a Dri/Dri.

1.~ Fagtores inmunolégicos,

Los hallazgos clinicos experimentales desarrollades
hasta la actualidad, aungue precarios y limitados en diversos
aspectos, permiten sugerir la participacisén patog&nica del
sistema inmune en el desarrollo de estos des procescs. Esta
posibilidad est& hasada en los sigulentes hechos:

1.~ Las caracteristicas anatomopatolégicas de la
lesién géstrica con infiltracién tisular por linfocitos ¥
células plasméticas.

2.~ La asoclacién a alteraciones de la distribucién
de las subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica y

mucosa géstrica.

3.~ La objetivacién de anomalias funcionales en los
linfocitos de sangre periférica.

4.- TLa detaccién da titulos elevados de
autoanticuerpos géstricos en suero y jugo géstrico.

5.— La asociacién con otras enfermedades autoinmunes.

6. La respuesta favorable 3 agentes
inmunosupresores.



Como ya se ha refarido previamente la lesidn gastrica
se caracteriza por un infiltrado inflamatorio crdnico an la
mucosa gdstrica, compuesto por linfocitos y células
plasméticas. Hasta el momento se digspona de muy escasa
informacién sobre la composicién de las células linfoides

pregentes en la mucosa gAstrica de estos pacientes. Kaye y
col®? agtudiaron las subpoblacicnes linfoides en mucosa
gastrica utilizando una té&cnica de inmunoperoxidasa indirecta
aplicada a secciones de biopsias géstricas de doce pacientes
con anemia perniciosa. Las subpoblaciones de linfocitos 7T
fueron identificadas mediante anticuerpos monoclenales,
mientras los linfocites no T fueron estimados indirectamente.
Aungue el nimero de 1linfocitos T totales, supresores Y
cooperadores, fue significativamente mayor en el grupc de
anemia permiciosa que en los controles, la diferencia més
notoria estuvc en las c¢é&lulas no-T que eran seis veces
superiores en aquel. S5in embargo no pudieron discernir la
estirpe de diferenciacién de los linfocitos no T (linfocitos
B o HK), En un modelo experimental animal dJde gastritis
avtoinmune, también sa observd infiltracidn linfocitaria de la
mucosa con evelucidn de cdlulas T hacia B a lo largo del tiempo
de seguimiento de las lesiones®™®.

Los estudios realizados en sangre periférica han dado
resultados contradictorios. Los estudios iniciales de Imamura
Y col, 3¢ y Wodzinski y ecol.® en que observaron un aumento del
cociente CD4/CD3  por disminucion del CD8 no han sido
posteriormenta confirmados por Scler y col.®® y cCarmel y
co1B9
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b) Anticuexpos géatricos

Son de dos tipos: anticuerpos anticélulas parietales
gdstricas {ACPG) y anticuerpos antifactor intrinseco (AFI). B9

Log antlcuerpos anticélulas parietales gistricas se
detectan en el suers del 90% de los paclentes con anemia
perniclosa y del 30 al 60% con gastritis crénica autoinmune.
Existen dos variedades: una reacciona con el componente
microsemal intracitoplasmitico (AMCP}™ y la otra con la
superficie celular (AScP}®', Se encuentran no solo en el suero
{(predominantemente IgG)} sino que también en el jugo géstrice
{Ig¢ y fundamentalmente IgA). El AMCP ha sido identificado en
1as cé#lulas plasmiticas de la muccsa gdstrica. Como acurre con
otros autoanticuerpos en diferentes enfermedades con
alteraciones en la autorreactividad del sistema inmune, la
detecclén de estas inmunoglobulinas no es patognoménico de esta
anfermedad sino que también se observa en pacientes con
anomalias de la regulacidn del sistema inmune asociadas a
lesién, preferentemente de un d&rganc diana, tales como:
{trastornos tiroideos, 20-30%; enfermedad de Addison, 20-30%;
diabetes mellitus tipo I, 20-30%; artritis reumatoide, 7%) asi
como en sujetos normales{2-16%),incrementéindose con la edad 8,

sCual es la relevancia de los anticuerpos anticélulas
parietales gdstricas? gSon meramente un epifendmenc, gue
aparacen cuando es dafiada la célula parletal por otro mecanismo
o son mediadores primarios de la destrucclon celular?. Existe
clerta evidencia acumulada a favor de que esten directamente
implicados en la patogénesis. varlos estudioz animales
sustentan asta hipétesis, pero sin embargo hasta la actualidag,
la lesidn ghstrica no ha sido reproducida en un modelo animal.
Estos estudios se basan en la administracién de anticuerpos
ACPG a animales de experimentacidn observando disminucidn del
nimero de células parietales y de la secrecidn dcida
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gastrica®es,

M&s recientemente, Loveridge y col.'®™ ghservan una
disminuclsn de la secrecién dcida y de la actividad anhidrasa
carbdnica de las cédlulas parietales de la rana en presencia da
extractos de inmunogleobulina humana gque contienen ACPG,
sugiriendo como explicacidn un blogueo de los receptores para
la gastrina, con la consiguiente inhibicidn de la proliferacifn
y maduracién de las c&lulas parietales. En 1983, De Aizpurua
v col.“ midieron la actividad citot&xica dependiente del
complemente del suero de 60 pacientes con anemia perniciosa
frente a cé&lulas de mucosa gastrica caninh, observando una
citotoxicidad superior en comparacisn con una serie de grupoes
controlas., Ademis el grado de citotoxicidad fue proporcicnal
a la concentracién de Ig@, donde residia el factor activador
del complemento, y se relacionaba con la presencia de ASCP pero
no econ AMCP o AFI. Posteriormente De Aizpurua y col.'®
sugieren la existencia de un autocanticuerpo frente al receptor
de la gastrina de la c8lula parietal en algunos enfermos de
‘anemia perniciosa. Observan que fracciones de IgG sérica de 6
de 20 pacientes con anemia perniciosa inhiben la unidn de la
gastrina a la c¢élula parietal y reducen la captacién de
aminopirina (un indice in vitro de la actividad de secrecidn
icida gistrica). Sin embargo, Burman y col. demuestran un
efacto inhibitorio de los ACPG frente a la adencsin
trifosfatasa H', X' productora de Acido de la célula parietal,
pero no frente al receptor de la gastrina“ﬂ‘

En suma, los anticuerpos .ACPG podrian estar
implicados en la lesiSn de la mucosa gistrica, a través de :
a) un efecto inductor de la lisis de las células parletales
tras su interaccibn con ellas y fijacién del complemento, b}
upa inhibicién de maduracidn y proliferacidn de la célula
parietal mediante blogueo del receptor de la gastrina y ¢} una

inhibicidn de la adenosin trifosfatasa H', X' de la célula
pariatal.
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Los anticuerpos antifactor intrinseco son de dos
variedades: una, denominada tipo I o bloqueante que impide su
combinacidén con la vitamina B12 y otro, tipo IX o precipitante
que se une al complejo Bl2-FI inactividndolo. El tipo I esta
presente en sl 70% de los paclentes con anemla perniciosa y el
tipo II en aproximadamente un 50%, al cual no sa observa en
ausencia del primero'™®, Se ha demostrade la presencia de AFY
tipo II en células plasmi&ticas de la mucosa gastrica, Se
detectan tanto en suerc como en Jjuge géstrico siendo
habitualmente IgG e infrecuentemente IgA. Son moderadamente
sensibles pero altamente especificos dado que se observan
ocasionalmente en otros procesos (trastornoé tiroldeos, <5% i
diabetes mellitus tipo I, 44; y en controles sanos, <23)%,

Los anticuerpos antifactor intrinseco son
biolégicamente importantes, dado que la combinacién de estos
con FI en jugo gidstrico 1lleva al desarrollo de malabsorcién de
Bl2 en pacientes en los que su secrecidn estd reducida pero no
ausente'™, Asimismo existe clerta evidencia que los anticuerpos
anti~FI pueden contribuir a la lesién gistrica de la anemia
perniciosa, aungue los estudios realizados son escasos. Asi,
Jacob y Glass“” observaron gque en la mucosa g&strica humana
normal incubada con AFI de paclentes con anemia perniciosa,
complemento y anticomplemento humano £luoresceinado, se
producia una agregacién de estos elementos en el citoplasma de
la célula parietal, infiriendo un posible efecto destructive
mediado por complejos inmunes. Mds tarde Inada vy Glass™
inyectando extractos de IgG-AFI a ratas, observaron una

disminucidn de la secrecifn de factor intrinseco y pepsindgenc.



A principio de los afios setenta se realizaron
estudios in wvitro, observando transformacidn bléstica de

linfocitos de sangre periférica en presencia de factor
intrinseco humano, jugc géstrico, o con homegenelzadog de
micosa géstrica™ ™, asi misme se constatd la inhibicién de
migracién leucocitaria en presencia de jugo géstrico humano o
factor intrinseco'™. 8in embargo el significade patogénico de
estas reacciones es desconocide®™, ‘

A diferencia de 1os estudios seroldgicos sobre
autoantlicuerpos gistricos, los estudios de la funcionalidad de
los linfocitos de sangre periférica son escasos y Ppoco
coancluyentes en estos pacientes. Sin embargo, aungue
posteriormente se desarrollard en base a nuestro trabajo
experimental, existen autores que indican que las células
mononucleares de sangre periférica presentan una respuesta
proliferativa defectuosa o normal a la estimulacidn mitogénica
policlonal con lectinas vegetales‘™ ™!,

La incidencia de anemia perniciosa estd claramente
aumentada en pacientes con diversas enfermedades, especialmente
endocrinas. Asi se ha observado en relacidén con enfermos
afectos de hipotiroidismo, hipertiroidismo, hipoparatiroidismo,
enfermedad de Addison, diabetes mellitus insulin dependiente,
vitiligo, miastenia gravis, artritis reumatoide, lupus
eritematose diseminado, etc. En general en estas entidades sa
puedeﬁ observar autoanticuerpos géstricos. Asimismo en la
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anemia pernicicsa se observan autoanticuerpos frente a diversoes
antigenos tisulares, incluyendo tiroides, gléndula suprarrenal,
islotes pancreiticos, células ovéricas entre otros®?.

La adninistracidn de corticoides a pacientes afactos
de anemia perniciosa ha producido: mejoria ge la absorcidn de
vitamina B12, aumento de la secrecifn de factor intrinseco,
disminucidn del titulo de autoanticuerpos ¥ mejoria histoldgica
con aumento del nfimeroc de células parietales. Sin embargo, la
aguilia persiste tras au administraci6n®. Tambifn en un
paciente afecto de gastritis crénica atréfica, que recibid
azatioprina, se observd regenerac ién da las células parietales
con aumento de la secrecién dcida gastrica M,  gstas
observaciones implican potencialmente a mecanismos inmunes en

la patogénesis de la lesién gastrica.

IIT.- SISTEMA INMUNE.

El sistema inmune estd constituwido por una base
estructural de células y moléculas espacializadas en diferentes
funciones gque se encuentran dispersas por el organismo. El
componente celular esti tormado por dos grandes poblaciones
linfocitarias, T y B, y por las denominadas células accesorias
(macxbfagos, cé&lulas dendriticas, células de Langerhansa,
células ciltotSxicas naturales, etc.), mientras que la base
molecular estf compuesta por las inmunoglobulinas y las
citocinas (linfocinas y monocinas)?®™.
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La caracteristica biolégica esencial de esta compleja
red¢ celular y melecular es la capacidad de reconpocimiento, con
constantes interacciones entre sus elementos, con el resto de
los componentes estructurales del organismo y con los posibles
elementos extrafios que puedan penetrar en é&ste™,

Esta capacidad de reconccimiento del sistema inmune,
estd determinada por los denominados receptores especificos
{inmunoglobulinas y receptoras de linfocitos T), que sOn
moléculas dotadas de una gran variabilidad estructural que
surge a nivel génico lo que origina millones de formas
ligeramente diferentes®™o, amhos tipos de.moléculas poseen una
estructura tridimensional relativamente similar con unos
dominios constantes y unos variables en los extremos carboxilo
¥y aminoterminal, fespectivamente. Existen ademds zonas de
hipervariabilidad incluidas en estos dominios variables que
determinan su diversidad. Sin embargo, frente a la semejanza
estructural entre ambos tipos de moléculas, los mecanismos de
reconocimiento y activacién empleados por los linfocitos T Y
B son diferentes. Los linfocitos B pueden reconocer y activarse
por antigenos solubles mientras que los linfocitos T reguieren
ver al antigeno sobre superficies celulares que expresen ademis
marcadores de su propioc sistema principal da
histocompatibilidad (SPH), caracteristica denominada Fenémeno
de restriecidn. El timo es el érgano donde se origina la
restriccién. En €l, ademSs, los linfocitos T que reaccionan

intensamente con 1o propic son inhibides o eliminados
(tolerancia)®,

Dentro del SPH se han definido tres clases de
'n\oléculas, las cuales son codificadas en una regifn cercana al
centrémero del brazo corto del cromosoma 6. Las moléculas de
clase 1, presentes en todaz las cé&lulas nucleadas, estdn
formadas por dos cadenas (alfa y beta 2 microglobulina) y
sirven como estructuras de reconocimiento para los linfocitos
T CDB8+. Las moléculas de clase II, que en condiciones
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fisioldgicas tienen una distribucifén celular mAs limitada
{(macrSfagos, linfocitos T activados y linfocitos B), estén
constituidas por dos cadenas {alfa y beta)l y san utilizadas
como estructuras de reconocimiento por parte de los linfocitos
T CDh4+., Las moléculas de clasae 1IX se refieren a los
componentes del complemente Cp C; y factor B,

La exlstencia de dos tipos de moléculas del SPH
{Clase I y clase 1I) se ’corresponde con la existencia de dos
vias de procesamientc da péptidos antigénicos, segiin provengan
de la degradacién de proteinas sintetizadas por la propia
célula {por ejemplo, proteinas virales). en cuyo caso los
péptidas resultantes se asocian a proteinas de clase I ¢ ge
trata de proteinas exdgenas (por ejemplo de origen microbianc
o antigenos solubles} endocitadas y degradadas en el
compartimiento lisosomal, asociidndose los péptidos resultantes
a proteinas de clase II®,

Hay que subrayar que las moléculas de clase I y clase
II presentan homologias estructurales con inmunoglobulinas y
receptores de linfocitos T. Se cree que esta similitud pone de
manifiesto relaciones evolutivas comunes entre los genes que
codifican a todas estas moléculas implicadas en el
reconocimiento inmunolégico, pudiendo haber surgido todas ellas
de un dnico gen ancestral del que se habrian ido diversificando
y separanda a lo largo de la evolucién (“"familia de supergenes
de las inmunoglobulinas™)®™(rigura 1).
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Asf{ dencminados por su maduraci&n intratimica.
Clisicamente se les identificd por su capacidad para formar
rosetas con los hematies de carnero y actualmente por axpresar
en su membrana el receptor clonotipico y por tener reordenados
los genes que codifican su sintesis™. Entre los linfooitos T
existe heterogeneidad funcional y fenotipleca; s=e pueden
identificar diversas subpoblaciones como lés linfoocitos T
cooperadores y los supresores/citotéxicos.

Los linfocitos T humanos expresan en su superficie
una serie de glucoproteinas gue pueden actuar como moléculas
de reconocimiento o activacitn del linfocito T. Destacan entre
ellos los complejos Ti/CD3, CD2, CD4, CD8.

El complejo Ti/CD3 engloba el receptor antigénice
especifico de cada clon, denominado Ti, y a una estructura
pentapeptidica, denominada ¢D3®™, El receptor antigénico ests
compuesto por dos cadenas glucoprotéicas (alfa y beta)., La
cadena alfa estd codificada por genes situados en el cromosoma
14 y la heta en el 7. Tal como ocurre con las inmunoglobulinas,
las cadenas alfa y bata son el resultado final del acoplamiento
de distintos segmentos génicos, que sufren reordenamiento.
Asociados al receptor antigénico, se encuentran cinco péptidoa,
designados gamma, delta, &psilon, zeta y ata gue conjuntamente
constituyen el complejo CD3. Al contrario de las molé&culas que
constituyen el receptor Ti, las proteinas constitutivas del ¢D3
son estructuras monomérficas, En cuante a la funcién, mientras
que el heterodimero alfa/beta (Ti) estd Iinvolucrado en el
reconocimiento antigénico en presencia de moléculas del S5PH,
el CD3 segln la mayoria de los autores estaria implicado en la
tranaduceidn de la sefial de activacidn, producida por la unién
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Ag-Ti, al interior de la c&lula®™®,

Reclentemente se ha descrito un receptor antigénice
distinto constituido por dos cadenas (yamma y delta) en un 10%
de los linfocitos T periféricos, Estd asoclado igualmente al
complejo €D y su organizacién genética es similar. Su funcidn
es desconocida pero se cree que participan en la lisis celular
no restringida por el SPH, en la eliminacién de agentes

infecciesos y en el desarrcllo de algunas enfermedades
autoinnunes®,

El complejo CD2 es el receptor para hematies de
carnero, cuya funelén no est& totalmente definida. Es una
proteina ontogénicamente primitiva, conservada a lo largo de
la evoluelén del linfocite T y se le ha implicado como una via
alternativa de activaclén al cD3/Ti, y, como una molé&écula de
adhesidn (también denominada LFA-2) que contribuirfa a

eatabilizar la unién Ag-Ti a través de la unién con su ligando
LFA-3™,

Las molédculas CD4 y ¢DB definen dos subpoblaciones
nutuamente excluyentes de linfocitos T, Aungue en un principio
la presencia del marcador CD4 se considerd caracteristica de
los linfocitos T cooperadores y el CDB de los linfocitos T con
funclén citotéxicafsupresora, posteriormente se comprobb que
dichas fupciones pueden ser ejercidas por ambas subpeblaciocnes,

Actualmente, la caracterfistica que define a estas
subpoblaciones es la capacidad de reconocimiento del antigeno
en presencia de las moléculas de Clase IT {linfocitos CD4+) o
de clase I (linfocitos CDA+) del SPE™, Actualmente se
consideran dos subgrupos dentro de los linfocites T CD4+(TH1
Y TH2) segfin secreten IL-2 Y gamma~IFN (TH1} o IL~4, IL-5 e

IL-6 (TH2)}. Esta subdivisién proviens del estudio de clases

establecidas en ratén. hunque la funcibén exacta de estas

subpobinciones estd por aclarar se considera gue la TH1 est&
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relacionada con las reacciones de hipersensibilidad retardada
y la TH2 juega un papel principal en la colaboracién T-gP",

2.~ Linfocitos B

pencminados asi por su maduracidén en la bursa de
Fabricio en aves o en el eguivalente de la misma (médula Gsea)
en mamifercs. Los linfocitos B expresan en su membrana
citoplasmitica inmunoglebulinas de superficie (IgS) y tienen
la capacidad de diferenciarse a c&lulas plasmiticas, secretoras
de inmunoglobulinas. Todas las inmunoglebulinas tlenen una
estructura bisica formada por cuatro cadenas polipeptidicas,
dos pesadas y dos ligeras, con regicnes wvariables (con
capacidad de unién a un antigeno determinade) y regiones
constantes {a las que se han atribuide otras funclones,
distintas para cada tipo de inmunoglobulina: unién a células
con receptores especificos, activacién del complemento,
eta,)®0,

Los linfocltos B poseen en su genoma regiones que
codificar&n las distintas inmunoglobulinas especificas, tras
un proceso de reordenamientc genético. Estos recrdenamientos,
fundamentalmente producidos por deleccién de segmentos
genéticos intercalados, permitirin la generacitn de diversidad
y la capacidad subsecuente de reconocimiente de todos los
antigenos de la naturaleza®™,

Entre lom antfigenos de membrana de linfocitos B
destacan: CD10 (CALLA), C€D15 (B4}, ch20 (Bi), cD21 (B2), CD23
y ¢DS (T1)®, El CD10 o CALLA se describié como antigeno de la
leucemia linfoblistica aguda comin y se encuentra en los
precursores de los linfocitos B; su funcifn es desconocida. El
CD19 y ¢D20 son pan-B especificos, cuya funcifn no estd
aclarada. El efecto mis revelante del AcMo anticCD20 es el de
proporcionar una sefial precoz al linfocito B an su activacidn,
pasande a un estadio donde es capaz de responder a otros
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estimulos tardfos. EL CD21 es un antigeno de membrana con
afinidad para el componente C3d del complemento y para el virusg
de Epstein-Barr. El CD23 es un antfgeno de activacibn, adenmds
de ser el receptor para la fraccién Fc de la IgE. ILa
interleucina 4 puede inducir la expresién de CD23 sobra
linfocitos B. El CD5 es un antigeno proplo de leos linfocitos
T, parc una minoria de linfocitos B lo expresan. Se cbserva
habituailmente en log linfocitos de la leucemia linfoide crénica
B, TLos linfocitos B cDS+ parecen estar relacionados con la
produccién de auteanticuerpos y con diversas enfermedades
autoinmunes, principalmente artritis reumatpide®,

Este grupo estd constituido por monocitos/
macr&fages, cé&lulas dendriticas, ecélulas de Langerhans,
astrocitos, células de Kupffer, etc. Expresan en su mambrana
moléculas de clase I y X1 del SPH asi como receptores para
diversas woléculas incluyendo la regién Fe de la IgG vy
componentes activados del complemento®™,

Estas células poseen la capacidad de captar
antigenos, procesarlos intracelularmente y expraesar en su
membrana sus determinantes antigénicos asociados al SPH.
Colaboran, igualments, en la activaclén de los linfocitos T y
B a través de fenfmenos celulares de contacto fisico directo,
o mediante la produccién de factores solubles, Recientemente
se ha demostrade la capacidad de leos linfocitos B para ejercer
la funcién de presentacién antigénica®™,

4.= célyjas NK

Se denemina actividad citotéxica esponténea o
citotoxicidad natural (NK, "Natural killer") a la capacidad
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1itica, in vitro y espontdnea que desarrollan ciertas células
inmunocompetentes frente a un amplic espectro de cé&lulas diana,
sin requerir una fase de sensibilizacidn previa y sin estar
restringida por moléculas del SPH™*, A pesar de esta aparente
falta de especificidad, las células NK han sido implicadas en
diversas funciones inmunolégicas. Estas funciones incluyens
citotoxleidad frente a cé&lulas tumorales, células Iinfectadas
por virus y células embricnarias o con un escaso grado de
diferenciacisn; resistencia frente a agentes microbiancs
{bacterias, hongos ¥y parisitos); inmunoregulacién mediante la
secrecién de linfocinas (Interleucina 2, factor de necrosis
tumoral, interferon); regulacién de la hematopovesis y
resistencia natural a injertos alogénicos™,

En la especie humana, los efectos de la actividad NK
se encuentran estrechamente asociados a unas c&lulas con una
morfologia peculiar, los linfociteos grandes granulares, un 70%
de loes cuales son capaces de ejercer actividad NK. Estas
células, que presentan un ndcleo arriifionade y abundantes
grinulos azurSfilos en su citoplasma, expresan en sy membrana
citoplasmitica una serie de marcadores caracteristicos, como
el CD16 (receptor para el fragmento Fco de IgG) y el NKH-1 o
CD56, que estdn presentes en la préctica totalidad de estas
células. Se diferencian de los linfocitos T por no expresar al
complejo T1/CD3., Sin embargo existen clertos linfocites T af
6 gammaé que expresan una actividad citolitica semejante a la
de las células NK. Estos linfocitos T no deben denominarsae
células NK, sino linfocitos T que desarrocllan una actividad
"NE-like"® & una citolisis no restringida por el SPH. Las
células "asesinas" activadas por linfoquinas (LAK} son
linfocitos activados por interleucina-z o interferon gamma da
cualguiera de las dos categorias comentadas. En sangre
periférica 1las células LAK procederin principalmente de las
células NK™, :
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En 1966 Claman y col®?, demostraron gue los
linfocitos T participaban en la regulacién de la proliferacién,
activacién y maduracién de los linfocitos B. Posteriormente se
desarrollo el concepto de cooperacién celular T/B a través de
fenbmenos de contacto celular directo, restringide por
noléculas del SPH y se comprobd ademds la existencia de
factores solubles no antigeno especificos producidos por los
linfocitos T capaces de inducir la proliferacién de los

linfocitos B y su diferenciacién a células productores da
1ga®ien,

Actualmente se conoce la actividad bioldgica y la
estructura bloquinica de diverseos factores solubles con
capacidad inmunorreguladora, englobades genéricamente dentro
del concepto de citocinas {linfocinas y monocinas), que se
pueden definir como aguellas moléculas, que segregadas por
linfecitos o monocitos, regulan la activacién, preliferacidn
y/o diferenciacién de las células del sistema inmune., La
composicién de estas moléculas es independiente del antigeno
que ha determinade su produccién. Recientemente se ha

comprobado gue ni su sintesis ni sus efectos se limitan al
sistema inmunef®,

_ Analizaremos las diétintas citocinas atendiendo al
tipo de cédlulas productoras, a los estimulos inductores de su
produccién, a sus células dianas y a su accién biolégica.

Lo~ eudina- -

} La interleucina 1, previamente 1llamada "factor
activador de linfocitos", es un polipéptido del que se conocen
dos formas moleculares, a y . Las dos formas tienen un grado
bajo de homologia a nivel da péptide (26%) pero aparentemente
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tienen actividades similares y se unen a un receptor comin de
alta afinidad®™®, La IL~1 es producida por un gran nimerc de
estirpes celulares {monocito-macréfage, queratinocitos, células
endotaeliales, algunos 1linfocitos T y B), sisndo el
monoclito-macréSfago la linea celular mis empleada para su
obtencisdn. Es secretada al medio por gran variedad de
estimulos: endotoxina bacteriana, exotoxinas, hemaglutininas
viricas, TNF, TGF-B, la misma IL-1, inmunocemplejos, componente
(¢5a del sistema de complemento, linfocitos T activados, esteres
del forbol, radlacldn ultravioleta, cristales de silice y
uratolT&, .
Sobre las células del sistema inmune la IL-1 tiene
efectos variados, Asi, estimula indirectamente la mitesis de
determinados linfocitos T (TH2), actuando como un cefactor
junto a otroa estimulos, tales como el antigeno o mit&genoc.
Estos estimulos combinados conducen a la liberacién de IL-2 y
a la expresisdn de receptores de alta afinidad para ésta
interleucina sobre los citados linfocitos W™, ademis, la
IL-1 puede actuar sobre los linfocitos B durants, al menos, dos
etapas de su desarrollo. En primer lugar, en el estado de
precursores de linfocitos B induce la sintesis de cadenas
ligeras y la eaxpresién de IgS. En segundo lugar, durante la
activacidén del linfocito B, favoreciendo la progresifn en el
ciclo celular junto a otras citocinas'®,

El monocito es, finalmente, el tercer tipo de célula
del sistema inmune gqgue responda a la IL-1. La respuesta
consiste en quimiotactismo, liberacién de la prostaglandina E,,
sinteais del activador del plasminégeno y activacién de la
lisis tumoral, Asimisme la IL-1 induce la sintesis de
reactantes de fase aguda, prostaglandinas y colagenasa por lod
fibroblastos y condrocitos; también actGa como pirégeno. - El
andlisis de los efectcs da IL-1 es complicado dado que la
molécula pueda inducir la produccidén de otras citecinas (por
e, IL-6)U010,
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Ta IL-2, previamente llamada "factor de crecimiento
de linfooitos T", es una protefna generada por los linfocitos
T tras su activacidn, siendo su pico miximo de produccién a las
18-24 horas del estimulo. Es una linfocina capaz de mantensr
el crecimiento de los linfocitos T en cultivof™,

Su acoi6n es mediada por la unién a un receptor
situado en la membrana de las células diana, el cual esti
foermado por dos cadenas glicopeptidicas, denominadas p75 o
receptor ds afinidad media y p55 o receptor de baja afinidad,
unidas entre ail por un enlace no covalental®™® ambaa cadenas
pueden aparecer disociadas en la membrana citoplasmitica y
unirse independientemente a la II-2, pressntando distinta
afinidad por 1la misma (kda 1 nM, Xdf 10 nM). La expresién
conjunta de ambas cadenas da lugar a los receptores de alta
atinidad, La cadena p75 es essancial para la transmisién de la
sefial.producida por la unién a su ligando y la pS5 actuarfa
modificando la conformacién del locus de unién a la IL-2
aumentando la afinidad del mismo. La cadena p55 se detecta
mediante el anticuerpo monoclonal anti-TAC. En fase quiescente
el linfocito T presenta unas 100 woléculas de receptor para la
célula, de las que s5lo un 10% son de alta afinidad, lLa
exprasisn del receptor en la membrana celular se induce por:
IL-1, factor de necrosis tumoral (FNT) y la propia IL-2
(vegulacién positiva}, Tr&s la unién de la IL-2 a su receptor
ogurrea una endocitosis del complejo y 1la progresién de la
célula en el ciclo celular o la diferenciacién de la misma. Es
de destacar. que los linfocitos T activados son las Gnicas
células- capaces de. expresar conjuntamente IL-2R e IL-2,
activando el sistema en forma paracrina/autocrina para asegurar
la expansitn clonal de los linfocitos activados'®™, E] mecanismo
de accién intracelular no ests aclarado, aunque se considera
que es: independiente de la via de 1a protein cinaga ct®,
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Sobre los linfocitos B activados, colabora en la
progresién del ciclo celular y en la sintesls de DNA por dichas
células, siendo capaz de conducir a su diferenciacibn sin
inducir proliferacién previafil,

ta incubacidn "in vitro" de células NK con IL-2
recombinante determina un aumento de su actividad litica siendo
capaces de mediar citotoxicidad frente a lineas celulares NK-
sensibles y NK-resistentes. Las cé&lulas NK presentan en su
membrana la cadena p75 del receptor de IL-2, no expresando la

cadena p5571I%, .

.- = =3

Es una glucoproteina producida por linfocitos T (TH1
y THz) activados, capaz de mantener la proliferacién de células
mieloides, mastocitos y células multipotenciales de la mnédula
gsea™, puade intervanir en el crecimiento de células pre~Bi™,

4.~ (-] - -

lLa IL-4 o factor del crecimiento tipo I de linfocitos
B (BSF 1) es una glucoproteina producida por linfocitos T (TH2)
activados gue aparece en el medio de cultivo a las 6 horas y
presenta su concentracién mixima a las 24. Se han encontrado
recaptores especificos para la misza en linfocites T, B ¥
mastocitos en fases gquiescentes y aumentan tras la actlvacidn
celular®®,

La accién de la IL-4/BSF~1 ha sido estudiada
fundamentalmente sobre linfocitos B. En los linfocitos B an
reposo aumenta la expresidn da moléculas de clase IY y de los
receptores para la porcién Fc de la IgE {CD23). Es
coestimulante, junto con los ligandes de las Ig, en la sintaesis
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de Igs., Sobre linfocitos B estimulados previamente con
lipopolisacérido bacterianc dsetermina un cambio en el isotipo
de las Ig secretadas, aumentando la producién de IgG e IgE y
disminuyendo la de IgGy; sin embargo, la produccién de IgM no
se modifica®'®,

Los linfocltes T de sangre periférica también
responden a la IL-4/BSF-1. La supervivencia de linfocitos T
tras un perfodo de sieste dfas de cultivo es cinco veces
superior cuando en el medio estd presente esta linfocina,
aungue ho origina sintésis de DNA. Por otro lado, puede actuar
junto a TPA (aester del Fforbol) incrementando la expresién da
raeceptores para la IL-2 y aumentando la mitogénesis por un
mecanismo distinto al debido a la unién de IL-2/IL-2R"P. Sobre
monocitos, conduce a un aumento de la expresidén de moléculaa
de clase II y de la actividad cltotéxica®™,

5.~ Ipterlsucina-s ﬁ.Ilu-El

La interleucina 5 o BCGF II es una proteina producida
por los linfocites T activados (TH2)}, cuyas células diana son
los eosindflilos, timocitos y linfocites B. Se ha comprobado qua
esta implicada en la produccién de colenias de eosinéfiles a
partir de células da sangre de corddn fetal, en la
diferenciacién de timocitos hacfa linfocitos T citoliticos, y
en linfocitos B activados induce su proliferacién. Por otra

parte, induce la secrecién de IgM e IgA por linfocitos B
estimulados con SACHY,

6.~ -6 -8

La IL~6 o interferon beta2 o factor del crecimiento
tipo IT da linfocites B ss una proteina producida por
tibroblastas, células endoteliales, células de mixoma cardiaco,
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monecitos y linfogitos T activados (TH2), cuya induceién pueda
producirse por virus, IL-1 o TNF-a, entre otros®™,

A nivel de sistema inmune, actua sobre linfocitos T
y B mediante la interacién con su receptor, gue esta presente
en linfocitos T quiescentes y no aumenta tras la estimulacién
con lactinas vegetales, mientras que estd ausente en linfoclitos
B en reposo y lo adquieren tras la actlvacién®™,

Sobre los linfocitos B, la IL-6 promusve la
proliferacién de células infectadas por virus da Epstein-Barr
y conduce a un aumento de la secrecifn y sintesis de cadenas
pesadas de un isotipo 1dé&ntico al de la IgG presente en el
linfocite B al iniclo del cultive. Se ignora su efecto sobre
la produccién de cadenas ligeras(i™,

Su accién sobre los linfocitos T no estd aclarada.
Se ha comprobado gue puade sustituir a la IL-1 en la induccién
del receptor de la IL-2 por los linfocitos T cD4+0™,

7= -7 -

La IL-7 es una proteina producida por células
estrémicas de médula OSsea y timocites que actua sobre
precursores de linfocitos T y B como factor de crecimiento. Los
linfocitos T maduros responden Gnicamente en presencia de un
estimulo secundario (antigenc y mitégeno). Los linfocites B
madures no responden a la IL-74,

8.- Interfersn gamms

El sistema interferén (INF) humano consta de tres
grupes antigénicamente distintos de proteinas denominadas alfa,
beta (beta 1 y beta 2), y gamma. Los INF alfa y beta 1 (INF
tipo I) son inducides por virus, mientras que el INF gamma (INF
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tipa II) y el INF beta 2 (BSF 2} son generados por antigencsa
especificos o mitégenos de linfocitoes qlien

El INF gamma es una proteina preducida por linfocitos
T activades (TH1) y células NK. Su actuacién se ejarce sobre
diversos tipos celulares, tales come monocitos, linfocitos B,
cklulas NK, células epiteliales, células hematopoyeticas,
fibroblastos, etcliH®,

Sobre los monocitos determina un aumento de la
expresién de moléculas de clase II del $PH y de la produccidn
de IL-1 y TNF, actuande tras la activacién previa de dichos
monocitos por lipopolisacarido bacterianct®,

En los linfocitos B ejerce una inhibilecién de la
proliferacisdn celular inducida por la IL-40%, No obstante por
si s6lo favorece la mitogénesis inducida por ligandos de las
Iy de superficie®, Incrementa ademas la sintesis de cadenas
ligeras de las 1g y el acoplamiento de las mismas con las
cadenas pesadas®,

Por un mecanisme no aclarado es capaz da genarar
actividad LAK (células liticas activadas por linfocitos), tras
la incubacién de células mononucleares de sangre periférica con
esta linfocinal™,

9.~ Eactor de peckoads ftumoral (TNF alfa)

ELl TNF alfa previamente dencminado caquectina, es una
molécula polipeptidica secretada fundementalmente por los
monocitos en respuesta, sobre todo, al lipopolisacArido
bacteriano. Asimismo también la preducen los linfocitos T
activades y células NKU®1D,

Sus efectos sobre las células del sistema inmune no
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estan perfectamente delimitados. Sobre el monocito conduce a
un aumento de la expresitn de molé&culas de clase I y IT del SPH
y a la liberaclén de IL-1%%,

El linfocito T en reposo carece de receptores para
el TNF-alfa., Tras su activacién por antigenos o mitbdgenos,
aunenta progresivamente el nGmero de receptores, alcanzando el
mAximo a los 6 dlas. Sobre los linfocitos T activados aumenta
la expresién de moléculas de clase II del SPH y el nimeroc de
receptores para la IL-2. cCuando existe IL-2 en el medio,
incrementa la preduccién da INF gamma inducida por aquella®™,

Sobre los linfocitos B incrementa la proliferacién
inducida por otros estimulantes {anti-IgM § 5AC), mientras que,
por si mismo, carece de efecto schra la blastogéneslis., Asl
nismo incrementa la produccién de IgM en presencla de IL-2 ¥
SACH™, '

10.- Lintotoxina (TNF beta)

La linfotoxina es una proteina gue muestra un 0% de
similitud con el TNF alfa y qua complite por un mismo receptor
celular que agquel, Eg producida fundamentalmente por linfocitos
T y B estimulados con antigeno o mitdgenos y por lineas
celulares linfoblastoldas B™?, sus acciones son similaras a las

del THNF alfa. Recientemente se ha comprobade gua posee una
importante actividad Bcgy™?,

Es un polip#ptido sintetizado entre otras células por
linfooitos T y B. Inhiba la proliferacién dependiente de la
IL-2 de linfocitos T y B, y en estos (ltimes, la secrecidn de
I1g producida por IL-2 o por sobrenadantes de cultivos de
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1infocitos T con actlvidad BCDF"*M | Tnphibe la actividad NK y
1a actividad LAK mediada por IL-209,

) ACTIVAGION LINFOGTTAREA.

gse denomina activacién iinfocitaria al proceso por
el cual los linfocites, al ser estimulados por antigenos o
mitégencs, son capaces de proliferar y diferenclarse para
generar de esta forma células efectoras™.

La mayor parte de les linfocitos T y B presentes en
el organismo en un uomento determinade se encuentran
funcionalmente en reposo, es decir, sstdn en la fase Go o de
reposo del cicle celular. La exposicién a un antigeno induce
la activacién de algunes clones linfocitarios y su avance en
el nismo®™,

Analizaremos sucesivamente los procesos de activacidn
de los linfocitos T, B y NK.

1.-_hct d s 1 cocito

 Come resultado de la seleccidn clonal, sdlo un grupo
de linfocitos T especificos es activado por un determinade
antigeno. Esto produce la expansién clonal de aguellos
linfocites T antigeno~especificos que adquirirén capacidades
funcionales diferenciadas. La activacién de los linfocitos T
es una consecuencia de las interaciones ligande-receptor que
ocurren en la interfase del linfocite T y de la célula
presentadora de antigeno. Estas interaclones inician cambios
bioguimicos intracelulares dentro del linfocito T que culminan
en la fespuesta celular®™, La mayor{a de los autores aceptan el
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esquema de Larsson ¥y col. para el astudic de la activacisn del
linfocito T, Segtin este modelo el proceso podria tener lugar
en dos fases:

a) Induceién

Inicialmente el antigenc al que se ha expuesto el
sistema innune es cap}:ado ¥y procesade por las células
accesorias (fundamentalmente macréfagos) y es expresado en su
membrana citoplasmitica, unide fisicamente a moléculas del
SPH™, De esta forma el antigeno es reconocido por el linfocito
T que posee el receptor clonotipico espacifico para el mismo
(Figura 2).

Bl macréfago, tras el procesamiento del antigeno y
la interaccisdn con el linfocito T, segrega al medie IL-1, que
se una a su receptor situadc en la membrana de este®™?,
Actualmente se acepta que el macréfago proporcliona ademés otras
sefiales importantes para la activacién del linfocito T, que
incluyen la interaccién de moléculas de asociacifn celular. En
este sentido recientemente se ha comprobade que una molécula
de superficie de 1las células accesorias denominada LFA-3
interactua con el complejo CD2 (LFA~2) condicionando un aumento
en la produccién de IL~1 y una amplificacidén de la respuesta
bioquimica intraceiular inducida en el linfocito T por la unién
antigenc-receptor. De igual forma se ha demostrado la uni&n da
moléculas de clase TII monocitarias a la glucoproteina CD4 del
linfocite T, de moléculas de clasa I con la glucoprcteina CDE
y de los determinantes de membrana CD 1lla,18 (LFA-1) con las
moléculas de adhesién intracelular ICAM-1 e ICAM-2 (Figura 3}).
Todas estas uniones contribuyen a estabilizar la unién SPH«
antigano-Ti/CD3 y participan en mayor o menor medida en la
activaclon®heim,
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La adicién de estas sefiales, conduce a la activacisn
del linfocito T que pasaria de la fase G, a la fase G, precoz
{(G,) del ciclo celular. Esta progresifn se asocia a una serie
de modificaciones de sistemas enzimiticos cuyo resultado final
es la sfntesis protaica™, Dos vias de transduccién de sefal
parecen estar requladas por el receptor del linfocito T: la via
del fosfatidilinositol y la via de la tirosina cinasa.

Asi, la interaccién de un ligande con su receptor de
superficie, activa, a traves de la proteina 6, a una
fosfodiesterasa (fosfolipasa C) que hidroliza el fosfatidil-
inositol-difosfato dande lugar a dos sustancias gue actuarén
como sequndos mensajeros: el inositol-trifosfato (IP3) y el
diacilglicerol (DAG)™MMN, E1 IP3 1libera calcio iénico de
fuentes intracelulares y extracelulares aumentando su
concentracién intracelular™P. El DAG induce la translocacién
de proteincinasa C (serina/treonina cinasa) del citoplasma a
la membrana plasmidtica, donde el enzima es activado en
presencia de fosfatidilserina®™, E1 aumento del calcio
intracelular y la activacién de la proteincinasa ¢ sinergizan
induciendo la expresién del receptor de la IL-2 asi como la
sintesis de IL-2 y la proliferacién de los linfeocitos T. A
nivel intracelular originan una serie de cambios necesarios
para la proliferacién celular: se incrementa la entrada de
glucosa, se activan diversas enzimas glicoliticas, aumenta la
actividad ornitina-decarboxilasa y se activa el sistema de
transporte transpembrana Na¥®/H* produciendo mayor
alcalinizacién intracelulap®H9,

Las tirosina cinasas desempefian un papel crucial en
la regqulacidn de la activacién y diferenciacién de las células
en los mamiferos, En linfocitos se ha demostrado la
fosforilacidn en residucs de tirosina de varios sustratos tras
la activacién con lectinas, IL~2 o antlcuerpos monoclonales
contra el complejo CD3-receptor antigénico. Uno de estos
sustratos se ha ldentificado como la cadena zeta del ¢n3®d,
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Entre las tirosina cinasas destaca la denominada p56*s, scbre
todo desde que se descubrié su asociaclén a las moléculas CD4
y cpg¥s,

La funcién y regulacién de las fosfotirosina
fosfatasas en menos conocida. Reclentemente se purificé una
importante fosfotirosina fosfatasa de la placenta humana que
tenia una gran homologia con el antigeno comdn leucocitario
(CD45), lo gue sugirié gque el CD4S podria tener actividad
fosfotirosina fosfatasa, como se comprobd poco despdes®™,

b) Expansién

Los linfocitos T activados incrementan el ndmero de
receptores para la IL-2, desde unas 100 moléculas por celula,
de las que sblo el 10 % son de alta afinidad, hasta
aproximadamente unas 35.000, de las gque 2000 a 4000 son
receptoras de alta afinidad'™,

La IL-2 actda, sobre la poblacién que expresa su
receptor, de modo anflogo a un sistema hormonal clésico:! es
especifica para el ligando, es saturable, presenta gran
afinidad, es reversible y es capaz de regular la expresidn de
su proplo receptor. Tras la unién a su receptor el complejo
IL-2/IL-2R se internaliza en la océlula y determina 1la
progresién de la misma a la fase G, tardia (G} continuands la
sintesis de m~RNA y proteinas. Alguna de las proteinasg
sintetizadas, come el receptor de la transferrina son
especificos de esta fase tardla del ciclo celular ¥ permitirén
al linfocito ocapturar elementos nutritivos del medioc para
avanzar hacia las fases de sintesis de DNA Y mitosis. E}
resultado final es la proliferacién celular y la generacién de
celulas efectoras, bien cooperadoras o citotéxicas™,

Por Gltimo exlisten antigenos de activacién da
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aparicién tardfia gue se expresan al cabo de varios dias de la
activacidén como los VLA. Estos antigenos pertenecen a 1la
familia de las "proteinas de adhesién".

La activacién de los linfocitos T puede lograrse, in
vitro, mediante la incorporacién al medio de cultivo da
distintas sustancias: anticuerpos anti-cD3, anticuerpos
anti-CD2, lectinas vegetales {fitohemaglutinina, concanavalina
A) por accién sobre receptores de membrana y mediante los
&steres del forbol e iondforos que actuarian socbre 1la
proteincinasa ¢ y la concentracitén de calclo iénico libre
intracitoplasmitico, respectivamente®™¥(Figura 4},

2,~ acién da 1 oajtos B

La activacién de los linfocitos B quiescentes, su
proliferacién y la diferenciacién a células productoras de
anticuerpos requieren la interaccién con un antigeno soluble
y la colaboracién de los linfocitos T. Algunos, aungue no todos
los efectos de los linfocitos T cooperadores puaden ser
reemplazados por factores solubles producides por ellos. Junto
a éste modelo, Gtll para la explicacién de las respuaestas a
antigenos timodependientes, los linfocitos B pueden responder
a antigenos timoindependientes mediante mecanismos no
claramente establecidos™?,

Podemos dividir la respuesta de los linfocitos B en
tres fases:
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a) Activacién

El receptor antigénice de los linfocitos B esté
representade por sus inmuncoglobulinas de superficie. Su unién
con el antigeno y el subsecuente entrecruzamiento de 1las
distintas moléculas de Igs, ademfs de dar especificidad a la
respuesta, determina dos efectos: la conduccién de la célula
a un estado de activacién (G,}, caracterizado por un aumento
en el volumen celular, sintesis de mRNA y expresién en su
superficie de nuevas moléculas protefcas, y la internalizacién
del complejo Ag-Ig, que se degrada y se, expresa sobre la
superficie del linfocito B asociado a moléculas de clase II del
SPH pudiendo actuar como cé&lula presentadora de antigena. A
consecuencla de ello el linfocite T es inducide hacia la
generacién de sefales requeridas para la activacitn ¥y
proliferacién de los linfocitos B y su diferenciacién a cé&lulas
productoras de Igs™i40,

De entre los factores solubles que participan en la
activacién del linfocito B destaca la interleucina 4. Diversos
hallazgos confirman que la IL-4 actGa sobre linfocites B en
reposo en ausencia de cualguler otro estimulo®®: a) los
linfocitos B en reposo cultivados con IL-4 presentan un aumento
del velumen celular y una mejor viabilidad; b) asimismo se
incrementa la expresiodn de moléculas de clase II del SPH en su
membrana citoplasmética; ) el pretratamiento de los linfocitos
B en reposo durante 24 horas con interleucina 4 acelera la

respuesta subsecuente a anti-IgM e IL-4 en aproximadamente 12
horas. )

Existen otras vias alternativas de activacién, De
estag, los mejores caracterizados son los ejercidos por los
anticuerpos monoclonales anti-CD20 y CD40, dos proteinas de
menbrana, cuyo ligando fisiolégico no es conocldo, El Ac
monoclonal antli-CD20 es capaz de activar a los linfocitos B en
raposc, pasands de la fase Gy a G;. Se sugiera que el CD20 actua
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comc un canal idénico en la activacién del linfocito B, sin
embargoc el Ac monoclonal anti-CD40 no activa a leos linfocitoes
B en reposo, sino que estimula a los linfocitos B activados a
progresar en el ciclo celular desda la fase G, 2 la fase S, Se

sugiers que el CD40 podria ser el receptor de algln factor de
crecimiento®™®,

El 1linfocito B, tras activarse, expresa en sm
superficie varios Ags de activacién como el antigeno Ba, el
cp23 (receptor para la fraccién Fc de la IgE) y al recaptor
para la interleucina 4 (se incrementa su nimero desde 100 a
1000 tras la activacisn dal linfocito B)™%,

Los mecanismos bloguimicos de estas interaciones
calulares son similares a los comentados previamente en los
linfocitos T, implicando al calcio iSnico intracitoplasmitico
y a la PKC como segundos mensajercs®?,

b) Proliferacién

En esta fasa actuarian los factores de replicacién
de linfocitos B (interleucina 4, interleucina 2,
gamma-interferon y principalments interleucina 5) fqua tras la
unién a sus receptores especificos hacen que el linfocito B
progrese a la fase Gy, 5, G ¥ N, produciéndose 1la
proliferacién clonal. Por otra parte, los linfocitos B
activados pueden secretar un factor de crecimiento que
regularia su proliferacitn de mode autoorino, Se ha sugerido
gque este factor podria ser la porcién de 25Kd del CD23 aunque
hasta el momento no ha sido demostrado®™?.
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c) biferenciacién a células productores de Igs

Después de la proliferacién y expansién clonal, los
linfocitos B se diferencian a células plasmiticas productoras
de inmunoglobulinas. Estas células secretan gran cantldad de
anticuerpos con idéntico idiotipe y especificidad que las
moléculas IgM @ IgD expresadas en la membrana de los linfocitos
B progenitores. Durante la maduracisén final se produce el
cambio de clase de las Igs (switch) por el gque se secretan
anticuerpos con otro isotipo distinte (Ig&, IgA, Y9E) pexc con
la misma especificidad antigénica. Tante la diferenciacién a
célula plamitica como el cambic de clase estidn regulados por
interleucinas derivadas de linfocitos T (principalmente IL-§,
pero también IL-2, IL-4, IL-5 y gamma-TIFN):Ma,

Al transformarse el linfocito B en célula plasmética
perders las Ig de superficie y sus antigenos de diferenciacién
caracteristicos, adguirilendo otres propios de la célula
plasmitica como el CD38, No todos los linfocltos B activados
se transformaran en c&lulas plasmiticas, ya que algunos pasarin
de nuevo a un estadio de linfocito pequefio madure, la célula
de memoria, ogue gozard de la capacidad de responder mas
ridpidamente a un nueve estimulo antigénico™®,

3,- én da lag o

Dividiremos su estudio en dos apartados: a) Fases del
proceso litico y b) Regulacién de la actividad NK por
1infooinas®™®,
a} Fases de} proceso litjco

Basdndonos en datos morfoléglcos podemos distinguir
tres etapas en el proceso de citotoxicidad:
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1) Reconocimiento y adhesidn z la célula diana.

Por el momento, se desStonocen las aestructuras de

superficie de las cdlulas NK y células diana que participan en
al reconocimiento™},

La adheaidén de la cé&luia NK a la célula diana es
magnesio~dependiente y se realiza en 2-3 minutos. Después de
la unidn, el centro organizador de los microtébulos y 217
aparato de Golgi de la célula NK se orientan hacia la célula

diana, seguido de movimiento de grinulos hacia el &rea da
contacto!™®, '

2) Programscifn para la limis.

Esta fase es calclcdependiente, sensible a cambios
de temperatura y dura aproximadamente 10 minutos. Durante este
tiempo la célula efectora segrega sustanclas contenidas en sus
grénulos (perforinas o citolisinas y serina proteasas), que
inducen lesiones en la membrana de las células dianas. La
citollgina o perforina es una sustancia protéica, en forma de
monfémero, que al polimerizar d4a lugar a unas estructuras
cilindricas (poliperforinas) que Se insertan en la membrana de
las células dianas, donde inducen la aparicién de unos poros
de 15 nm de dldmetro gue recuerdan a las lesiones producidas
por el complemento. El calcelo parece ser necesario en 1la
insercién en la membrana y polimerizacidn de los monSmeros de
perforina. Se requlere un minimo de 3-4 mondmeros para formar
un poro funcional. En cuanto al papel realizado por las serina
proteasas aun permanece sin aclarag!®0Bh,

Sin embargo, existen otras vias de citotoxicidad
independientes del calcio y las perforinas. Se producen a
través de 1a secreclén de diversos mediadores como levkalaxina,
factor de necrosis tumoral, linfotoxina y el factor citotdxico
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de células NK. Posiblemente este Gltimec representa la actividad
de miltiples citotoxinas incluyendo FNT, LT y leukalexina®?134,

3) bisis independients de la cdlula efectora.

Esta fase, qua no requiere la presancia de la célula
efactora, se caracteriza por las alteraciones en la membrana
de la célula diana {poros) que culmina en la lisis cosmética de
1a nisma. Esta fasa dura de 30 a 90 minutos. La célula efectora
una vez geparada de la cé&lula diana, puede inlciar un nuevo
procesc 1iticeMin,

Actualmente se sabe gue los efectos de las células
efectoras sobre las células dianas no se confinan a la lisis
osmética, La fragmentacién del DNA de la c¢8lula diana es un
hallazgoe importante y puede rapresentar un mecanismo causal
fundamental de la 1lisis celular™®, E1 FNT, la LT y 1la
leukalexina pueden producir fragmentacién del DNAMMSO,

En todos estos mecanismos se supone que la célula
diana tiene un papel pasivo, Sin embargo actualmente se sugiere
que la célula diana tendria un programa suicida que serfa
activado por difsrentes estimulos. Estos estimulos activarian
nucleasas endégenas gque podrian ser las causantes de la
fragmentaclén del pNA®™,

b) Regqulacién de 1a actividad NE por }infocinms

Como los otros elementos celulares del sistema
inmune, la funcién de ) las células NK puede ragularse por
diversas citocinas™. Los estudios en humancs mostraron gue el
sobrenadante de cultives de estas células con lineas tumorales
gsusceptibles a su acclén litica contenfa un factor soluble que
facilitaba su actividad citotéxica y que fue identificado como
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interferon (INF).Una importante observacién fue que 1los
sobrenadantes gue contanian IL-2 y estaban libres de INF
incrementaban la actividad NK en ratén y en humano. El1 hecho
de gue la IL-2 induzca la produccién de INF, hizo pensar que
los efectos de esta linfocina fussen mediados por el INF. Sin
embargo, la disponibilidad de IL-2r ha permitide aclarar al
efecto da esta 1linfocina sobra la actividad NK. 1Ia
preincubacién de células efectoras con IL-2r resultd en una
potenciacién de la actividad NK, que fue cloro-dependiente e
independiente de la sintesis de INF, ya gque esta fué un hacho
nfs tardioc y la adicidn da Ac contra el INF no bloqued la
tacilitacidén inducida por aqualla. El mecanismo dal efecto
facilitador del INF y de la IL-2 sobre la actividad citotéxica
de las cé&lulas NK se desconoce, Por otro lado, la incubacién
de CMSP con IL-2 durante pariodos de tiempo prolongades (3-5
dias) genera una amplia actividad citotdéxica frente a lineas
celulares NK-sensibles y NK-resistentes.™ un patron de
actividad litica similar pusde ser inducido ™in vitro" en otros
nodelos experimentales, tales como, el cultivo da CMSP en medio
que contiene SBF, cultiveos mixtos de linfocitos o por lectinas
vegetales. Dado que la relacidn existente entra las células NK
y las efectoras generadas en los sistemas anteriormente
menclonados permanece por aclarar, &stas Gltimas han recibide
diferentes nowbres, "células tipo NK", "células liticas
anémalas®, ‘células liticas activas" o "cé&lulas 1liticas
activadas por linfoclinas (LAK)"HH&,
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OBJETIVOS
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Diversos hallazgos clinices y experimentales indican
que el sistema inmune aesté implicada en la patcgénia de la
gastritis ecrbdnica autoinmune ¥y de la anenia perniciosa. Por
otra parte, el sistema jnmune ests constituido por una
sarie de poblaclenes celulares cuya activacitn, proliferaclén
y diferenclacion estd regulada por diversas moléculas entre las
gque se incluyen a las linfocinas y monocinas.

Estas bases teéricas nos llevaron a investigar el
gstado funcional de los linfocites T, B y de las células NK de
los enfermos con gastritis crénica autoipmune en sus dos
estadlios evolutivos determinados por la presencia o ausencia
de malabsorcifn de vitamina B12 y su posible variaciom
determinada por el tratamiento sustitutivo con esta vitamina.
Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos:

1) Estudjo de la &istribucisén de las poblaciones
linfocitarias y de los monocitos en sangre periférica asi como
de su sstado da activacisén por identificacidn y cuantificacién
de la expresién de mol&culas de superficie.

2) Estudio del estado funcional de los linfocitos T
y B de sangre periférica por su capacidad de respuesta
blastogénica a estimulos policlonales y de sintesis de
linfocinas.

3) Estudio del estado funcional de las células NK por
anélisis de su capacidad citotéxica.

4) Estudio de la significacién clinica de 1los
hallazges encontrados en los puntos anteriores.
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MATERIAL Y METODOS
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1) HATERILES Y REACTIVOS

A) MATERIALES

A continuacién se detallan los materiales utilizados
en la realizacién de los experimentor:

~ Placas estériles de cultivo de 24 o 96 pocilleos de
fondo planoc ¢ fondo redondo {Greiner, Soria-Greiner, Madrid,
Fepafia), (Costar, Cambridge, M.A., EEUU) .,

~ Placas Dyhatech MicroElisa de 96 pocillos de fondo
plano (Greiner).

- Placas Petrl de diversos diimetros, estériles
{Costar, Greiner).

- Frascos estériles de cultive de 23 ¥ 250 ml
(Costar, Cambridge, M.A., EEUU} .

- Frascos de vacfo de 250 ml (Baxtex Ibérica, Madrid,

Espafia) .

- Jeringas de plastico de 1, 5, 10, 20 Y 50 ml,
estériles.

- Tubes de cultive de 16 x 100 mm (Nunclon, Hund,
Dinamarca).

~ Tubos de pléstice de 5, 10 y 50 ml, estériles.

- ‘“ubos Eppenderf para microcentrifuga (Elkay,
Boston, EEUU}. '

- Pipetas de cristal de 1,5 ¥ 10 ml, estériles.

- Pipetas Pasteur de un sd8lo uso, estériles (Brand,
RFA}.

- pipetas de volusen ajustabla (Labsystems'
Finnpipete, Helsinky, Finlandia,

- Pipetas multicanal de 8 y 12 canales (Titertekf
Labsystems and Flow Lab, Helsinky, Finlandia).

- Multipipeta Eppendorf (Hamburge, RFA) .

- Puntas de propileno wirgen, astériles (Daslah,
Madrid).
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- Porta-objetos y cubre-objetos de cristal
(Hirschmanm, RFA}.

- Cédmaras de contaje Neubaver (Saaringia, RFA}.

- Microjeringa Hamilton (Bonaduz, Suiza),

- Filtros Millipore (Bedford, Massachusetts, EEUU).

= Incubador de agua de 37°C con agitacién continua
(Unitronic, Selecta, Espafia).

- Pipetador automatico Pipetus (Hirschmann, RFA),

- Camara de flujo laminar (Telstar SA, Tarrasa,
Espafa}.

- Centrifuga refrigerada Sorvall RC-3 (Dupont
Instrument, Conn, EEUU).

- Centrifuga de mesa YEC HN-SII (Damon/IEC, MA,
EEUY) .

- Microcentrifuga Centriphuge 54148 (Eppendorf,
Hamburgo) .

= Estufa de cultivo celular Napco 6100 (Napco,
Portland, EEUU).

~ Micrescopio NWikon Alphaphot 4SH-1 (Nikon, Japdn) .

~ Microscoplo invertido de contraste de fase Niken
THS (Nikon, Japdn).

- Microscopio de fluorescencia Leitz-Dialux 20 EB
{Leitz, Wetzlar, RFA).

- Congelador -70°C Forma Biofreezer 8200 (Forma
Scientifyc, Marietta, Ohio, EEUU) .

- Congelador -20°C Arctis 330 GS (AEG, RFA) .

- Lavador de placas de Elisa de 12 canales (Titertek,
Flow Lab. Reino Unido),

- Colector de cultivos SKATRON AS ({Flow Lab.,
Lierbeyen, Noruega),

- Dispensador de liguido de centelleo {Accupenser,
Nichiro, Japén),

= Contador Beta Rackbeta (LKB~-Wallac, Finlandia}.

- Contador gamma 4000 (Beckman Ins. Inc., Irvine, Ca,
EEUU},

' - Espectrofotémetro Pitertek Multiskan (Flow Lab.,
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Irvine, Ca, EEUU).

~ Citémetro de flujo EPICS ¢ cell sorter (Coulter
Inmanology, Hialeah, FL, EEUU).

B) REACTIVOS

A continuacidn se detallan los reactives utilizados
en la separacién e identificacién de subpoblaciones celulares:

- Heparina Lec (Laboratorios Leo, Madrid,; Espafia).

- Suaro salino fisiolSgico (SSF) Apiroserum clorurado
simple (Ibys, Madrid, Espafia).

- Ficoll metrizoato sédica. Lymphoprep, densidad 1077
{Nyegaard Co, Oslo, Noruega).

- Hematfes de carnero tratades con  AET
(2-aminoethyl-isnthiomonium—bromide). Los hematies s8
extrajercn del carnerc del animalarioc de la Clinica Puerta de
Hierro y se diluyeron (V/V) en condiciones de estarilidad en
solucién de Alseviers (20,1 g. de dextrosa; 9,1C g.de citrate
sédico vy 4,2 g por litro de agua destilada, pH 6,1). Antes de
su utilizacién en cada experimento se lavaron tres veces con
SSF, y se disolvieron al 12% en solucién de AET {2g. en 50 ml
de agua destilada ajustando el pH a 9 con Na OH 10N}
incubdndose 15 minutos a 37°C; se lavaron con SSF y se
diluyeron finalmente al 12% en medio RPMI.

- Azul tripan (Fluka, Chemische Fabrick, Buchs, 5G).

- Naranja de acridina (Merck, Darmstord, RFA.}.

- Suero anti-inmunoglobulinas de ratbn,
fluoresceinado {Kallestad, Austin. TX, EEWU}. .

~ Suerss anti-Tge, anti-Ig¥ y anti-IgA humanos
{Sigma, San Luis Mo, EEUU}.

-~ 8ueros anti-IgG, anti-IgM y anti-TgA humanos
conjugados con fosfatasa alcalina (Sigma, San Luis Mo, EEUU}.
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~ Anticuerpos monoclenales:

¢ OKT3 (CD3), OKT4 (cD4), OKTS (CDB), OKT9

(receptor para la transferrina} y OKT1l (CD2) son productos de
ortho Diagnostic Systems Inc., Raritan, NJ, EEUU.

e Anti-B1 (CD20), anti-Mo2 (CBl4) y anti~TAC
{cD25) son productos de Coulter Electronics, Hialeah, Fla,
EEUU} .

* Leu 11b {CD1&) y anti HLA Dr son productos de
Becton & Dickinaon, Montaln View, Ca, EEUU).

-~ Complemento de conejoe (Behring Inst., Marburg,
RFA} .

- Mezcla hipoténica compuesta por un 75% de agua
bidestilada y un 25% de SSF,

¢} REAQCTIVOS UTILIZADOS EN CULTIVOS CELULARES

- Medio RPM1 1640 {Flow Lab., Irvine, ca, EEUU)}.
- L-glutamina (Flow Lab,, Irvine, Ca, EEUU)}.
- Hepes 1M (Flow Lab,, Irvine, Ca, EEUU).
- Mezcla antibiftica compuesta por: cloxacilina 500
ng., ampicilina 500 mg., gentamicina 80 mg. (para 50 cc.).
- Suero bovino fetal (Glbco, Grand Island, NY, EEUU).
- Fitchemagiutinina M (PHA) (Difco, Detroit,
Michigan, EEUU).
- Interleucina 2 recombinante (Hoffman-La Roche Inc.,
Hutley, EEUU).
' - Forbol-miristato-acetato (PMA), (Sigma, San Luis
MO, EEUV).
‘ - Stafilococcus aureus Cowan I (SAC), (Pansorbin,
Calbiochem, Behring Corp, Le Jolla, Ca, EEUU).
- Sobrenadante con actividad IL-2, BCGF y BCDF
obtenido de amigdalas humanas.
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~ Timidina Tritiada, actividad especifica 1 mCi/ml
(Radiochemical Center, Amersham, Reino Unido).
~ Cromo-51, en forma de cromatoc sddico, actividad
aspecifica de 1 mCi/ml (Radjochemigal Center, Amersham, Reino
Unido) .

= Solucién da centelleo Normascint (Scharlan, Fercsa,
Espafia) .

D) MEDIOS Y TAMPONES

- Medio completo, Como medio completo se utilizd RPMI
1640 suplementado con L-glutamina 2 mM, Hepes 10 mM y mezcla
antibistica al 1%.

- Medio de cultivo. Se utilizé medio completo al que
se afadlé suero bovino fetal al 10%. En determlnades
experimentos. el suero bovino fetal fue sustituido por suero
autélogo o suerc AB de donante. Todos los suaros fueron
descomplementados por calentamiento a §7° C durante 45 minutos.

- Disolucién salina fosfatada (PBS). Por cada litro
de agua destilada se disolvieron: B,75 g. de PO/MNa;; 1,85 4.
de PO, H; K y 4,25 g. de Cl Na;j se ajusté el pH a 7,4.

- Buffer carbonato-fosfato. Por cada litro de agua
destilada se disolvieron: Co, Na, 15,9 g.; Co; H Na 29,3 g. ¥
NNa 2 g.; se ajustd el pH a 8.

E) LINEAG CELULARES

- Linea CTL~L2. Linea citotéxica murina dependiente
da IL~2 en el medio para su crecimlento y gue responde a IL2
humana®!,

- K-562. Linea derivada de un clon procedente del
derrame pleural de un paciente con leucemia mieloide crénica
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humana, gue crece continuamente en suspensién en forma de
plastos indiferenciados. Es una linea NK-sensible!®?.

- JY.Linea linfoblistica humana de estirpe B
infectada con virus de Epstein-Barr. Es una linea NK-
resistente®™®,

11.- POBLACION ORJETO DB BOTUDLQ

El presente trabajo fue realizadc sobre una nuestra
formada por 41 enfermos diagnosticades de gastritis crénica
atré&fica sautoinmune, 32 de los cuales previamente o
coincidiendo con el momento del estudio presentaron anemia
perniciosa,

El diagnéstico de gastritis crénica atréfica
autoinmune se efectud en hase a los hallazgos
anatomopatol&gicos encontrados en las biopsias de mucosa
gistrica. En los casos en ¢ue no dispusimes de la biopsia, el
diagndstico se realizé en base a la presencia de al menos tres
de los cuatro oriterios siguientes: a) imagen endoscépica
sugerente de gastritis cr&nica atrdfica; b) aquilia
histaminorresistente; ¢) hipopepsincgenemia e hipergastrinemia;
d} presancia de anticuerpos anticélulas parietales géstricas.

Para el diagnéstice de anemia perniciosa, aparte de
la presencia de gastritis crénica atrdfica autoinmune, se
precisé de al menos tres de los cuatro criterios siguientes:
a) megaloblastosis en sangre periférica y/o médula &sea; b)

"disminucién de la cobalamina plasmitica; ¢} test de Schilling
patolégico normalizado tras la administracién de factor

intrinseco; d) respuesta satisfactoria a 1la vitamina B12
parenteral. '
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En todos los paclentes estudiados se comprobd la

ausencia de: a) tratamiento previc con férmacos capaces de

{nfluir sobre el estado funcional de las células del sistema

inmune (antiinflamatorios no estercideos, cimetidina,

teocfilina, estrégenos, eto.) y b) la existencia de infecciones

¢ transfusiones sanguineas en los tres nmeses anteriores a la
realizacidn del estudio,

Sa confeccilonaron protocolos clinices individualas
haclende constar: filiacién, antecedentes personales, fechas
de inicio de los sintomas y del diagndstico, presencia de
enfermedades asociadas, datos bioquimicos, estudios
radiolégicos y endoscépicos, descripeién  histolégica,
comportamiento evolutivo y tratamientos previes y actuales.

Se realizaron, mediante técnicas habituales, por los
servicios de Bloquimica, Hematologia, Inmunclogia y Medlcina
Wuclear de la cClinica Puerta de Hierre, las siguientes
determinaciones analiticas: hemograma, bilirrubina, fosfatasa
alcalina, colesterol, proteinas totales, albidmina, vitamina
Bi2, &cido f6lico, pepsinégano, gastrina, hierre, transferrina,
ferritina, anticuerpos anticélulas parietales gastricas,
inmunoglobulinas (IgG, IgA e IgM).

Comc controles se utilizaron muestras de 33
individuos sanos, de edad y sexo similares a los pacientes.
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IIT.~ HETODOB

2} QBIENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS
1) gangre veposa,

Se realizaron las extracciones en condiciones de
esterilidad, por venopﬁnci&n periférica, de una cantidad
variable de sangre que oscild, segln los estudios a realizar,
entre 30 y 150 nl., afiadiendo 25u. de heparina s&dica por cada

20 ml de sangre y diluyendo al 50% con suerc saline
fisjolégico,

2) aAmigdal}as humapag,

Se obtuvieron por tonsilectomia terapéutica (donadas
por el Servicio de Oterrinolaringologia del Pabelldn VIII,
"Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid} de
individuos con edades comprendidos entre 6 y 15 afios de edad.
Se lavaron con SSF (que contenia mezcla antibiética al 1%), se
trocearon y disgregaron suavemente con un bisturi, cbteniéndose
una suspensifn que se recoglé en tubos estériles.

B) QBTENCION DE CELULAS MONONUQLEARES HUMANBS.

Para el aislamiento de las células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) se procedis a su separacidn mediante
gradiente de densidad sobre ficoll™, por este método se

obtlene una interfase ficoll-plasma compuesta por células
lintoldes y monocitos,
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Se colocaron suavamente 3 a 10 ml de ficoll en el
fondo de 7 a 30 ml. de suspensiones de sangre ¢ amigdala. Se
centrifugaron a 600 g durante 45 minutos, se recocgieron las
interfases y se centrifugaron tres veces a 400 g durante 10
minutos resuspendiendo cada vez en SS5F (lavado)}. El precipitado
final se resuspendié en medio completo,

1.- Obtencidén de linfocitos T por roseteo con
hematies de carnero tratados con AET(S6,

La suspensidn de cé&lulas de amigdalas o de CMSP se
mezcld a la concentracién de 3 a 5 x 10° células/ml con otra de
hematies de carnero tratados con AET, de forma qua resultase
una proporclién aproximada de 100 x 10° células mononucleares
por cada 2-3 ml, de la solucién de AET-hematies de carnero al
12%., Previa incubacién a 37°C durante 5 minutos en bafic se
centrifugaron los tubos a 250 g. durante cinco mninutes y se
incubaron posteriormente a 4°¢ C durante 45 minutos. A
continuacién, se suspendieron los precipitados muy suavemente
y se vertieron 10 ml de ficoll en el fondo de cada tubo,
centrifugéndese durante 30 minutos a 500 g. El precipitado
formado en el fondo, constituido por AET-hematies de carneroc
unido a linfocitos T se mezclé a temperatura ambiente, con una
solucién de SSF y agua destilada (SSF 25%, agua destilada 75%}),
con el objeto de lisar los hematies. La lisis fue interrumpida,
a los treinta segundos, rellenindose los tubos con §S8P, Tras
dos lavades se resuspendis en medio completo. Tras este procesa
se obtuvo una suspensién celular con mis de un 90% de células
formadoras de rosetas.
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2.~ Obtencién de linfocitos B por roseteo con
hematies de carnero tratados con AET (seleccién negativa) y
lisis con monoclonales {(anti-cD3 y anti-MO,).

Se siguid la misma técnica comentada en el apartado
anterior. Tras la separacién en gradiente da ficoll se
recogieron las interfases formados por las células gue no
habian formado rosetas. Se lavaron con SSF y se sometieron en
presencla de complemento, a un proceso de lisis con los
anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-MO,, Se afiadid un
microlitro de ambos anticuerpos por cada millén de células y
sa incubf durante 45 minputos a 4° ¢, con agitacién cada 10
minutos. A continuacién se afadiéd complemento de conejo en
proporelén 1/2 (v/v}, Lnocubdndose durante 45 minutos a 37° C
con agitacidén frecuente. La suspensién resultante fue lavada
y resuspendida en medic completo. De esta forma se obtuvo una

poblacién adecuadamente purificada de linfocitos B (CD20+ 2
50%, CD3+ < 2%).

D) DE VIABILID E_LAS POB
QETENIDAS,

En todas las suspensiones se determind la
concentracién celular mediante dilucién con azul trip&n al 0,1%
Y posterior recuento con microscopio utilizando una cémara
Neubaver. El porcentaje de células vivas se establecié por la
capacidad de exclusién del colorante; sdlo se prosiguieren

‘aguellos experimentos en los que la viabilidad fue mayor del
95%,
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Se empled una té&cnica de inmunofluorescencia
indirecta, usande cecmo substrato la suspensién celular a
estudiar (CMSP, linfocitos T o linfocitos B}, que se incubé con
diversas preparacicnes da anticuerpos monoclonales de ratén vy,
en un segundo paso, con suero fluoresceinado anti-Ig da ratén,
del que se utilizé su fraccién F{ab)', para evitar una unién
citofilica a CMSP.

Se incubaron aproximadamente 0,5 X 10* células con
§-50 microlitros de anticuerpo monoclonal (segin titulacién
previa} durante 30 minutos a 4° C, agitando cada diez minutos.
Se lavaron trea veces, dos con SSF y uno c¢on medio completo,
ambos al 1%, de suero bovino fetal, ¥y sobre el fdltimo
precipitado se afladieron 100 microlitros de una disolucidén al
1/60 de fraccidn F(ab)}'; fluoresceinado de Ig de cabra anti-Iga
de ratén (FITC). Se repitié el proceso de incubacién y lavado
y se resuspendié en PBS al 0,4% de formol {conservante), hasta
proceder al recuento de células.

Un resumen de los anticuerpos monoclonales utilizados
an el anélisias fenotipico se expone en la Tabla I.

ge valoraron las curvas de distribucién de 10t
células viables. Las células gue se tefifan més qua el fondo
prasente en al segundo reactivo se calcularcon mediante los

bloques estadisticos incorporados en les sistemas Vi.o ¥ V2.2A.
El laser de argdn fue sintonizado a 488 nm, que parmite excitar
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TABLA 1.-  Antlcuerpos monoclonales mas empieados en el
andlisis de las poblaciones linfocitarias

AcMo CcD Patron de reactividad

OKT1, Linfocitos T, células NK.

anti-Ley £,9.6 cD2 Recaptor de hematies de carnero
(LFA-3 o CD58)

OKT3, : Linfocitos T, complejo CD3

anti-Leu 4 cD3 (cinco cadenas)

OKT4, Subpohlacién de linfocitos T

anti-Leu 3a CD4 {cooperadora).Receptor HIV

OKTH, Linfocitos T. Subpoblacién de

anti-Leu 1 Cbhs linfocitos B

OKTs, Subpaoblacién de linfocitos T

anti-Leu 2 CcD8 {citotdxica)

2F12 CD11a Leucocitos. LFA-1

MO1 CD11b Monociles, granulocitos,células
NK. Receptor C3bi

- w2 CcD14 Monocitos
Leullb | CD16 Células NK, macrdfagos,

subpoblacidén de linfocitos T.
Receptor para Fc de 1gG

B4 CD19 Linfocites B
B1 CD20 Linfocitos B
B2 cbat Linfocitos B. Receptor C3d y

virus Epstein-Bahr
TAC CcD2s Linfocitos T, B, células NK

y monocitos activados. Receptor
de interleucina 2

Leul9, Células NK, subpoblacién de
NKH-1 CD56 linfocitos T

OKT9 chr Receplor de transfarrina
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Ja fluorescencia del FITC. Los porcentajes de células tefiidas
se calcularon integrando las sefiales de fluorescencia verde
pediante un amplificador logaritmico.

F) CULYIVOS CELULARES

Todes los oultivos celulares realizados se
desarrollaron en condiciones de esterilidad, manteniéndose a
3760 en atmésfera con 5% de €0, ¥ 95% de humedad relativa.

La respuesta a un determinado estimulo nitogénico
dependa de la densidad y tipe de célula estudiada, del tiempo
de cultivo y de la concentracién del agente mitogénico.

La densidad celular fue de 0,5 x 10° células /ml en
medio de cultivo; sa sembraron por duplicado o triplicado en
placas estériles de 96 pocillos, con fondo plano, de forma que
quedase al final un volumen de 0,2 wl. por poecillo,

El tiempo de cultive fue variable, oscilando entre
3 y 7 dias segdn los experimentos realizados.

La concentracién adecuada del agente mitdgeno puede
variar con cada lote de fabricaclén, por lo que s utilizé uno
sélo, en el que se determiné su concentracién &ptima sobrea
cultivos de donantes sanos. Las dosis empleadas fueron:

Fitohemaglutinina (PHA): 10 microgramos/ml.
Interleucina 2 recombinante (IL2r): 10 & 100 u/ml/
Anti-CD3: 8 microgramos/ml.
Forbol-miristato-acetato (PMA)1100 nanogramos/ml.
SAC: 171000,

Sobrenadante de amfgdala humana: 25%,12%, 6%,
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Ante una activacién mitogénica, los linfocitos sufren
un proceso de blastogénesis con crecimiento y diferenciacién
celular. El método empleado para cuantificar la proliferacién
celular fue el andlisis de 1la incorporacién de +timidina
tritiada (3H-T) al DNA sintetlizado "de novo", Para ello, tras
la adicién de 1 microcurio de 3H-T a cada pocillo durante las
dltimas 18-24 horas, los cultivos se recogieron por aspiracién
utilizando un colaector de cultivos Skatron, obteni&ndose los
extractos secos de dlchos cultivos. Estos extractos secos se
distribuyercn en viales de centellec a los que sa afiadié 4 nl.
de liquido de centelleo, determinando en un contador beta la
emisién de radiaclén beta en cuentas por minuto (cpm). Los
resultados se expresaron como la maedia aritmética de las
determinaciones realizadas en cada caso, siendo 1la variabilidad
de los valores individuales menor del 10% de la wmedia.

Todo lo referido previamente es vAlido para los
ensayos de proliferacidn de células mononucleares de sangre
periférica y linfocitos T purificados. Sin embargo, Llos
“linfocitos B precisan una estimulacién previa con SAC, Para
ello se incuban linfocitos B a una concentracién de 2. 10°
células/ml (2 ml}) en placas estériles de 24 pocilloam de fondo
Plano junto a SAC a una concentracién final de 1/1000. Tras un
pericdo de cultivo de 36-48 horas se recogen los linfocitos B
ajusténdolos a una concentracisn de 0,5. 10° células/ml,
estando preparados para la adicién de los diferentes mitégenos.
El perfodo de cultive complete fua de cinco dias.



85

Los linfocitos T, a una concentracién da § x 108
células/ml en medic completo que contenia 10 microgramos/ml,
da PHA y 10% de suerc bovino fetal, se incubaron en tubos
estériles durante 24 y 72 horas'®™. Con el objeto de detectar
si existia secrecisn esponténea da linfocinas se mantuvieron
paralelamente suspensiones celulares a idéntica concentracidén
en medio sin PHA, Tras 1la Incubacién, los tubes se
centrifugaron a 500 g. durante 10 minutos, se recogleron los

sobrenandantes y fueron congelados a -20* C hasta su
utilizacidn.

La suspensién de linfocitos T de amigdala fue
sometida a un doble estimulo: cultive mixto linfocitario con
dos suspensiones de distintas amigdalas y PHA a 10
nicrogramos/ml en medic de cultive durante 72 horas. Se obtuvo
asi un schrenadante estandar con actividad IL-~2, BCGF y RCDF
que serd referido como SW,. Este SN, sa filtr$, alicuotd vy
congelé a -20° C hasta su utilizacién.

) ENSAYO DE DETECCION DE LA ACTIVIDAD IL=2.

Para determinar la actividad IL-~2 presente en los
sobrenadantes de linfocitos T, se aprovechd gqus la linea
celular CTL-L2 tiene dependencia absoluta de IL-2 en el medio
de cultivo para su divisién y de forma dosls-dependiente!sh,
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En este ensayo se realizaron diluciones seriadas de
los sobrenadantes y se completo con medio hasta 0,1 ml. en cada
pocille, en placas de 956 9pocilles de fondo planc.
Posteriormente se afiadié 0,1 ml, de una suspensién de CTL-L2
a uma concentracitn de 5 x 10* células/ml. Tras 18 horas de
cultivo se afiadlé un microcurio de “H-T por pocilloe,
continuando la incubacién seis horas més, después de las cuales
se llavd a cabo la recogida y procesamiento del cultivo.

En cada experimento se determind la incorporacién
basal de M-T de las cé&lulas en ausencia de IL-2, y 1la
proliferacién ocasionada por distintas .concentracionea de
IL-2x,

I) ENBAYQ DE ACTIVIDAD NK

Como fuentes de cé&lulas dianas se emplearon las
lipeas K-562 y JY. El marcaje con CrS51 se llevéd a cabo por
incubacién de 1~3 x 10* células suspendidas en 100 microlitros
de SBF al que se afiadié 100 a 150 microcurios de CrS51i (100-150
microlitros de una disolucién de cromato sédico con una
actividad especifica de 1 mCi/ml}. La incubacién se efectud en
un bafio a 37°C durante 90 minutos con agitacién intermitente.
A continuacién, las células se lavaron tres veces y sa
resuspendieron en medio completo a una concentracién de 50.000
células/ml. Coma células efectoras se utilizaron células
mononucleares de sangre periférical®,

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de %6
pocilles des fondo en U. En cada pocille se incubaron las
células efectoras (100 microlitros de 4 diluciones para obtener
una relacién efectora/diana de 50:1, 25:1, 12:1 Y 6:1) y las
células diana (100 microlitros de 1la suspensién; 5000
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células/pocillo). Los ensayos se realizaron por triplicado, y
se incluyeron controles de células dianas sin efectoras para
valorar la liberacidn espontanea de Cr51 y pocillos en los que
lag células dianas se mezclaron con detergente para valorar la
liberaciétn méxima de Cr51, Posteriormente, las placas se
incubaron durante 4 horas a 37* C y 5% de CO;, Y al final de
este periodo se aspiraron 100 microlitros de sobrenadante de
cada pocillo para el contaje de la radiacisén gamma emitida,
Tras la medicién, se calcould la media y la desviacién estandar
de cada triplicade. Para calcular al porcentaje de 1lisis
aegpecifica (LE) se empled la siguiente férmula:

¥ LE = wrwerwree—e——- ¥ 100

donde:
P = X cpm de la muestra problema
M = X cpm de la liberacién mixima

E = X cpm de la liberacién esponténea.

IV.- BRALIOTE ESTADIGTICO

Los resultados da los estudios experimentales
raalizados se presentan en forma de medias y desviaciones
eatandar.

rara el estudio estadistico, inicialmente se analizé
1a naturaleza de las distribuciones empleando el contraste de
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normalidad de Shapiro-Whilk. En general, los datos obtenidos
no siguieron distribuciones normales por lo gque se emnplearon
contrastes no paramétricos al efectuar comparaciones entre las
distintas muestras. Los test empleados fueron los siguientes:
contraste U de Mann Whitney, para muestras independientes;
contraste T de Wilconxon, para datos emparejados; T de Student,
en al caso de haberse comprobado las hipétesis de normalidad.
Al analizar la posible relacién entre algunas variables se
utilizé el coeficiente da correlacién da Pearson., En todas las
comparaciones realizadas, se valoraron niveles de significacién
por debajo del 5% (p< 0,08).
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I.- DATOG CLINICOS

Los 41 pacientes estudiades fueron clasificados en
tres grupos (Tabla II): A {11 pacientes), enfermos con anemia
pernicicsa en los que no sa& habia iniciado tratamiento con
vitamina B12 parenteral; B {21 pacientes), aquellos afectos
previamente de anenla perniciosa que seguian tratamiento
satisfactorio con vitamina Bl2 parenteral y C (9 pacientas),
con gastritis crénica autoinmune sin anamia perniciosa,

El grupe lnclufa 29 mujerss (70,7%) y 12 varones
{29,2%), cuya edad media fue de 69,5 aflos (rango 30-87). No
existieron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a la edad y el sexo entre los tres grupos previamente
rencionados, ni con respecto a log controles.

Clinicamente se encontraban asintométicos 25
pacientes (61%) y sintomitices 16 (35%). Seis enfermos del
‘grupo A estaban sintométicos. Sus datos clinicos fueron:
astenia y anorexia (5/6), lctericia (3/6}, palidez (5/6),
insuficliencia cardiaca (3/6), parestealas (2/6), trastornos
psiquidtricos (1/6) y quemazén lingual {1/6). Los otros cinco
fueron diagnosticados de forma casual al realizar un andlisis
de rutina (4/5) o coincidiendo con un proceso intercurrente
(1/5). De los 21 pacientes del grupe B, 18 se& encontraban
asintomiticos y tres presentaban astenia, uno de ellos asociado
a ferropenia, De los 9 paclentes del grupo C, siete estaban
sintomiticos con molestias eplgédstricas (2/7}, diarrea (5/7)
y astenia (1/7); este Gltimo casc asociado también a
ferropenia,



TABLA .- HALLAZGOS CLINICOS Y ANALITICOS DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS, DISTRIBUIDOS EN TRES GRUPOS (A: ANEMIA
PERRICIOSA SIN TRATAMIENTO; B: ANEMIA PERMSCIOSA HEMATOLOGICAMENTE RESUELTA EN TRATAMIENTO CON
VITAMINA Bi2 PARENTERAL; C: GASTRITIS CRONICA AUTOINMUNE SIN ANEMIA PERNICIOSA), EXPRESADO EN

MEDIA {DESVIACION STANDARD). LOS DATOS CLINICOS SE EXPRESAN EN PORCENTAJES.

VARSABLE GRUPO A GRUPD B GRUPO C GLOBAL HANGO NORMAL
EDAD

{afios) 73,4 (E.8) 718 {13.4) 62.3(18.8) 62.5 (13.1)

SEXO FEMENING 1 {72%} 1421 (66%) Hug  (T7T%) 20i41  {T0%)
ASINTOMATICOS 511 (A5%) 18121 (85%) 28 (22%) 25/41  (B1%)

ENFEAMEDAD

AUTOINMUNE 1111 (9%} 2021 (9%} s (33%) 541 (14%)

ASOCIADA

HEMOGLOBINA 13.517.5 (V)
{gramosidl} 10.4 (4.5} 14,2 {1.7) 1.7 (1.4 12.8 (3.3} 1216 (H}
¥, C. M.

{fentolltros) 1181 (17.6) 4.8 (5.8} 85.8  {£.5} 101.5 (156.3) B2-99
LEUCOCITOS

(x10%:13 6.0 (1.9 6.4 (11} 66 (1.2) 62 (1.4) 4-10
LINFOCITOS

(x102:) 13 (e 1.9 (0.8) 1.9 (0.3} T {0 1.5-4
MONOCITOS _

(xto%1} 0.2 (8.2) 0.3 (0.1} 0.7 (2.2} 03 (0.2} 0.2-0.9
PLAQUETAS

(x10%m) 197.0  (109.5) 258.3  (57.5) 248.7 (45.4) 237.2  (78.0) 150-400
COBALAMINA

(picogramasiml)  358.2 {193.3) 845.2 (526.2) 740.8  (406.4) €85.7 (466.3) 2a0-10a¢0

ACIDO FOLICO
{nenogramos/mk) 12.8 (3.) 11.5 (5.1} 11.4 {2.9) 1.8 {4.1) 3-18

16



VARIABLE GRUPD A GRUPO 8 GRUPO C GLOBAL RANGDO MORMAL
PEPSINGGEND
{panogramosiml} 1.7 (6.0} 12.9 (10.5) 22.4 (17.6) 150 (12.2) 20-80
GASTRINA
(pleogramosimi} 785.8 (527.8) B41.4 {327.6} 320.1  {339.4) &76.6 (446.2) Ig-80
HIERRO
(mlcragremosidl} §32.7 (79.8) 3.0 {34.5} 82.1  [24.%) 105.8  (57.2} 60-125
THANSFERRINA
(mitigramoasidi) 228.0 [43.5) 275.7 (50.4) 201.1  {40.3} 263.2 {51.4) 220-400
FERRITINA
{aanogramos/mi) 212.4 [130.1} 1133 {117.4) 511 (730} 134.6 (127.1) 50-350
PROTEINAS TOTALES
{gramos/dl) 6.6 (0.8} 7.0 (0.1} 5.9 {0.2) 6.6 (0.5} 6-8
ALBUMINA
{gramasidl) 3.3 {0.4) 4.4 (0.2) 43 (0.2) 42 (0.3 3.5-s
GOT
(usdh) 11,2 (17) 20.6 ({2.3) 20.7 (4.3) 23.5 (10.%) 7-40
LDH
(muidi} 291 {228) 242 (57 198.2 {26.7} 275.4 (169} 100-225
BILIRRUBIRA .
{mg/di} 1.7 (1.4) 8.7 (0.1} 6.7 (0.2} 1 {0.8) B.15-1
COLESTEROL
{mgidl) 150.6 {48) 219.8  (34) 195.7  (32.2) 187.%  (44) 150-265
ig G
{myg/di) +638.5 (343.1} 13185 {224.4) 1147.4  (145.8) 1129.3  {252.9) §39-1340
1g A
{mlidl} 220.8 {145.8} 2i6.4 {1307} 265 (137.1} 230.3  (135.9) T6-312
g M

123.5 {56.3} 150.4 {66.3} 130,17 (58.%) 56-352

(mi/di} 124.1  {58.2)

26
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La exploracidn fisica fue normal en todes los cases

a excepcién de los seis pacientes sintomdticos del grupo A gue
prasentaban palidez (5/6), ictericia (3/6) y senioclogfa de
jnsuficiencia cardiaca (3/6) ya comentados, asf{ como,
disminucién de la sensibilidad profunda en miembros infericras

{3/6).

Lag enfermedades autoinmunes asocladas fuerons

hipotiroidisme (4) y vitiligo (4). Dos paclentes asoclaban
ambos procesocs.

L]

En ningdn enfermo ohservamos desarrollo de
adenocarcinoma gé&strico y un paciente presentd flibrosis
pulmonar ldiopitica en su evolucién,

II.~ DETERMINACIONES ANALITICAS

A) HEMOGRAMA

El valor absolute medio de las concentraciones de
hemoglobina, leucocitos, 1infocitos, monocitos y plaquetas asi
como el volumen corpuscular medio se muestra en la tabla II.
Se observé una disminucién de la concentracidn de hemoglobina
y un aumento en el volumen corpuscilar medio en el grupo A,
estadisticamente significative (p<0,08) con respecto a los
entermos de los grupoes B y €. lLa cuantificacién de plaquetas,
leucocitos y linfocitos fue inferior en el grupc A pero no
estadisticamente significativa {p>0,05); no as! el de monocitos
gua fue inferior en los grupos A Yy B respecto a C Y
astadisticamente significative (p<0,05}.
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B) BIOOUIMICA BERICA

El valor medio global de los parametros bioguimicos
estudiados asi como su distribucidén por grupos se expone en la
tabla Y. Se observaron con mis frecuencia alteraciones en el
A. hsi sa observsd una disminucién de la cebalamina y un aumento
de billrrubina y lacticodeshidrogenasa (LDH} con respecto a los
grupos B ¥ C (p<0,05). Asimismo se detectaron en los tres
alteraciones en aquellas pruebas gue constituyen pardmetros
propios de la enfermedad come la hipopepsinogenemia y 1la
hipergastrinemia. Es de interés reseflar que cinco pacientes del
grupo B gque presentaban cifras de hlerro y transferrina
normales tenfan una ferritina disminuida denotande una
ferropenia ocoexistente.

Las concentraciones séricas de inmunoglobulina G, A
y M fueron normales en los tres.grupos, sin existir diferencias
significativas, Sin embargo se objetivé: disminueidn de la IgG
en dos pacientss del grupo A; de la Igh en otros dos (uno del.
grupa A y otro del grupo B); y de la IgM en cuatro enfermos
{dos del grupo A, uno del B y otro del C).

C) PRESENCIA DE AUTORNTICUFRPOS

Los anticuarpos anticélulas parietales géstricas
fueron positivos en 25 de 36 determinaciones séricas realizadas
(65,4%). Los casos negatives fueron dos del grupo A, cinco del
B, y cuatro del €. En global el 75% de los pacientes con anemia
perniciosa tenfan ACPG, asi como el 55% de los enfermos con
gastritis crénica autoinmune sin anemia perniclosa.

Se realizaron 13 determinaciones de anticuerpos
antitiroidecs siendo 'positivos en nueve casos (63,2%), frente
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a la fracclién microsomal y en dos tambidn a tiroglobulina. De
23 detecciones de anticuerpos antinucleares ecince fueron
positivos (21,7%) a tltulos bajos (31740} y dquince de
antimitocondriales y antinmdsculo liso fueron negativas.

Se realizaron 25 estudios con bario del tracto
digestivo superior siendo nueve de ellos normales. En los 16
restantes sa observé disminhucisn de pliegues en 8/16 compatible
son gastritis atréfica y hernia de hiato en 3/16. Se llevaraon
a cabo veinticinco endescoplas, siendo seis normales. De los
19 restantas sa observd disminucién de pliegues y palide:z
micosa en 11/19, hernia de hiato 7/1% y p6lipos en cuerpo 3/18.

Da loe estudios bispsicos diferentes de cuerpo y
antro gdstricos, 21 presentaron gastritis orénica atréfica
porporal difusa, con extensién antral en once, Dos bicpaias no
fuaron valorables.

En quince paclentes afectos de anewla perniciosa y
antes de haber empezado tratamianto con vitamina Bl2 se realizé
plopsia de médula 6sea observindo rasgos negaloblésticos en
todas ellas.

En todos los pacientes se raalizé el test de
schilling que fue normal en los que presentaron una gastritia
crénieca sin anemia perniciosa. Leos enfermos con anemia
perniciosa presentaron un defecto de absorcisn de B12 corregide
coft factor intrinseco.
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En 14 pacientes se realizé estudio del quimismo
géstrico observanda en todos aquilia histaminorresistente.

Iniclalmente estudiamos a 21 pacientes con anemia
pernicinsa en tratamiento con vitamina Bi2 (entre 3 y 60 meseas)
que, en el momento de realizar el estudio, no presentaban
alteraciones hematoléglcas. A este grupo le hemos daenominado
"anemia perniciosa hematolégicamente rasueltar.

1.-E3tudiec fenctipico de las cédlulas mononucleares de sahgre

[ ig infoc s icades _de u de paciente
gon “"anemi igie e olégicaments resue " tro

Se cuantificé el porcentaje de células marcadas con
el moneclonal correspondienta de cada subpoblacién celular
respacto al total de la poblacién analizada. Como se observa
en la Tabla IIL, &l anilisis estadistico de los resultados
obtenidos no demostr6 diferencias significativas entre las
proporciones de CMSP reconocidas por los anticuerpos
menoelonales anti-cpi, anti-cD20, anti~cpis4 y anti-cpble, en el
grupo de pacientes y en el de controles.,
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Tabla ill.- Estudlo fenotiplco de las CMSP de una muestra
de paclentes con anémla pernlciosa
hematoléglcamente resueita v de controles

FENQTIPO PACIENTES CONTROLES VALOR DE p
Linfocites T

{CD3+) 60,4 (7,3) 69 (9,6) >0,05
Linfocitos B

{CD204+) 22 (3.2) 166 (5.1} » 0,05
Monocilos

(CD144) 216 (10,9) 19 (6,9) > 0,05
Células NK

{GD16+) 16,7 (8,2) 14 (8,2) > 0,05

Los rosultados oxpresan la modia y desviacidon estandar de los
porcentajes da células marcadas con el anticuerpe monoclonal
corraspondientae raspecto al tolal de la muestra celular estudiada.
CMSP: Galulas manonucleares de sangra perilérica



98

Posteriormente se realizé un estudio de las
diferentes subpoblacicnes presentes en preparaciones de
linfocitos T purificades (Tabla IV). Al igual que en las CMsp
ne se obsarvaron diferencias significativas aentre los
porcentajes de células marcadas con los monoclonales anti-cbz,

cD3, Ch4, cD8 de ambos grupos. El cociente CD4/CDB fue similar
) al de controles,

Se estudiaron dos poblaciones celulares diferentes.
Por un lado, la CMSP en que la proporcién media de linfocites
T fue aproximadamente del 60% (determinada mediante el estudio
de la expresién del antigeno de membrana €D3) y por otre,
linfocitos T purificados con una pureza de alrededor del 90%.

a) Respuast lastogé

¥ _tras adicién a) medioc de Fitohemaglutininpa,

La respuesta proliferativa basal (cé&lulas en
presencia exclusiva de medio de cultive} tanto de CMSP como de
linfocites T purificados fue similar y escasa en los paclentes
y controles. Sin embargoe, tras estimulo mitogénico por
fitchemaglutinina, la sintesis de DNA de CMSP y linfocitos T
purificados tras cinco difas de cultive fue significativamente
menor en los pacientes que en los controles (Figura 5, Tabla
Vi.

Se considerd la posibilidad de que la
hipeproliferaci6én observada en los pacientes con anemia
perniciosa hematolSyicamente resuelta a los cinco dias de
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cultivo fuese debida a una alteracidén en la cinética de 1la
respuesta, antendlendo como tal, un adelanto o atraso del pico
méxime de sintesis de DNA tras estimule con PHA., En este
sentido, se datermind la respuesta proliferativa a dicho
mitdgeno tras 3, 5 y 7 dias de cultive. Como se puede comprobar
en la Figura 6, tanto en pacientes como en controles los
nivelea mis elevados de blastogénesis se observaron al quinto
dia de cultivo., La respuesta proliferativa de las CMSP vy
linfocitos T de loa paclientes fue gignificativamente inferior
en el tercer y quinto dfa de cultive con respecto a los
controles, igualidndose en el séptimo.

Atendiendo a la respuesta inducida por
fitohemaglutinina en el quinto dia de cultive proliferativo los
paclentes se clasificaron en dos subgrupos segin que &sta
hubiese sido normal ({considerando como tal a aguella que
estuviese incluida dento de la desviaclitn estandar establecida
por la poblacién control, o disminuida (por debajo del raferido
rango de normalidad). En este sentide sjete paclentes se
encontraron en el subgrupo de normorrespondedores o
normoproliferantes y 14 en el de hiporrespondedores o
hipoproliferantes.

Dado que en los expsrimentos previamente comentados
los cultivos celulares fueron llevados a cabo en presencia de
suerc bovino fetal estudiamos la posibilidad de que cultivados
con sus respaectivos sueros autéloges, la hiporrespuesta
observada se modificase. La respuesta blastogénica conseguida
con la suplementacién de este suero fue supericr a la cbservada
con al suero bovine fetal y el pico de mixima proliferacién se
adelants al tercer dia. La sintesis de DNA de CHSP y linfocitos
T purificados cultivades con sus sueros autblegos, tras
estimulo con fitohemaglutinina, al tercer dia de cultivo, fue
significativamente inferior en los pacientes con respecto a la
da los controles (Fiqgura 7).
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TABLA V.- Estudio fenotipico de linfocites T
puriticados paclentes c¢on anhemia
pernicilosa hematoldgicamente resuelta y de
controles

FENOTIFO ANEMIA PERNICIOSA CONTROLES  VALORES DE P
RESUELTA

CD2+ 87,5 (6,7) 90,8 (4,5) > 0,05

CD3+ 72,6 (13,0} 77.8 (14,5) > 0,05

CD4+ 43,5 {(11,2) 47,7 (14,1) > 0,05

CD&+ 32,7 (12.,6) 30,0 (10,7) > 0,05

CD4/CD8 1,49 (0,8) 1,80 {1,0) > 0,05

Los resullados expresan la media y desviacién estandar de los
porcentajes de células marcadas con el anticuverpo monoclonal
correspondients respecto al total de la muestra celular

estudiada.
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TABLA V.- Respuesta proliferativa de las CMSP vy
linfocitos T de sangre periferica de paclentes
con anemia perniciosa hematolégicamente
resuelta y de controles, basalmente y tras el
estimufo proporcionado por diversos mitégenos

MITOGEND PACIENTE CONTROLES VALOR DE P

CMSP

BASAL 482 {366} 564 (688) N.S.

PHA 59.372 (33.774) 92,765 (23.134) < 0,05

Anti-CD3 24.716 (16.031) 33.288 (13.178) N.S.

LINFOCITOS T

BASAL 489 (542) 371 {439) NS

Pra 60,072 (40.501) 122,227 (43.165) < 0,08

PMA 36135 (10.852) 40.107 (13.386) .S,

Resullados expresados coma media (dasviacikin estandar) en cpm.
ABREVIATURAS empleadas: PHA: filohemaglutinina; Antl-CD3: anticuerpe monocional
anii-CD3; PMA: forbol-mirislato-acetalo { esler del forbol ). N.S.: no signiticativo

{p>0,05)
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Taniende en cuenta 1la alteracidn previamente
demostrada de la sintesis de DNA por los CMSP tras estimulo con
fitohemaglutinina dJde los pacientes con anemia perniciosa
hematol&gicamente raesuslta, sa investigé su respuesta
proliferativa a la estimulacién con el AcMo anti-CD3, el cual
reconoce saelectivamenta el antigeno D3, que estd integrado en
al complejo Tifchi y se halla implicado en la transduccién de
1a sefal de activacién preducida por la unién antigeno~Ti.

La sintesis de DNA inducida por anti-cD3 fue similar
en el grupo total de pacientes y en los controles (Tabla V).
profundizando en el estudio investigamos por saparade la
respuesta blastogénica inducida por anti-CD3 de los enfermos
normoproliferantes e hipoproliferantes a la estimtlacidn con
fitohemaglutinina., Como se aprecia en la Flgura 8, la aintesis
de DNA en presencia de anti-CD3 fue significativamente menor
en el grupo de los hipoproliferantes con respecto a la
observada en los normcproliferantes y en los sujetos controles
sanos no apreciindose diferencias entre las da estos dos
dltimos grupos.
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La hipoproliferacién de los linfocitos T cobservada
en un grupo de paclentes tras estimulo mitdgeno con PHA vy
antl-cD3 pudiera ser explicada por un defecto en la unién de
egtas moleculas a sus receptores y/o a una alteracién en la
transducién de su sefial, Como comentamos previamente la
respuesta a los distintos ligandos da estructuras de superficie
es transmitida al interjor de la célula mediante la activacién
de segundos mensajercs, entre las dque se incluye con una
funcién esencial a la proteincinasa C.

El astfmulo de esta via metab6élica mediante 1la
adicién al medio de cultivo de forbol-mixistato-acetato {PMA)
produje una respuesta blastoyénica similar en los linfocitoa
7 de paclantes y en los de controles (Tabhla V), Esta respuesta
proliferativa fue asi mismo similar en los dos subgrupos
gubdivididos en base a la sintesis de DHA en presencia da PHA

y en los individuos controles sanos (Figura 9).

Siguiendo el modelo de Larsson y cols,, dividiremos
el estudio de la activacién de los linfocitos T en tres fases:
1) Produccién de IL-2, 2} Expresién del receptor para IL~2. 3}
Respuesta blastogénica tras la interaccién de la IL-2 con 8u

receptor.
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FIGURA 9.- Respuesta proliferativa de los linfocitos T
purificados frente a PMA (ester del forbol) en
funcién de los grupos formados segun la
respuesta a fitohemaglutinina (hipo ¥y
normoproliferativos) de pacientes con anemia
perniclosa hematoléglcamente resuelta vy
controles,



109

a) preduccidm de sobrenadaptes con actividad Il-2

En condiclones basales no se demostrd actividad TL-2
en los sobrenadantes de los cultivos de 24 y 72 horas de los
linfocitos T de paclentes y controles,

Cuando estos linfocitos T se estimularon con
fitohemaglutinina, se detect$ fuerte actividad IL-2 en los
sobrenadantas con niveles similares en paclentes y controles
(p>0.08) {(Figura 10}. Distribuidos los pacigntes en funcidén de
la respuesta Dblastogénica de los linfocites T a 1la
fitohemaglutinina (hipoproliferantes y normoproliferantes) no
se detectaron diferencias significativas en la produccisn de
I1-2 ambos grupos hl con respecte a los controles (Tabla VI}.
Tanito en pacientes como en sujetos sanos la actividad IL-2
presente en el madio de cultivo fue mayor en los sobrenadantes
de 24 horas que en los del tercer dla.

b) Expreaién de molécwias de activacién,

Daterminamos a continuacién la expresién del receptor
para IL-2, junto con lia de otras moidculas de superficie,
ausentes en fase guiescente y cuya aparicisén en la membrana
citoplasmitica del 1linfocite T se relaciona con fases
posteriores del ciclo celular. Con dicho objetivo se analizé
secuencialmente en los linfocitos T de 6 pacientes y 6
controles, hasalmente y a las 24 y 72 horas tras estimulo con
PHA, la expresi&n de dichas moléculas, mediante el empleo de
una serie de AcMo que permiten su reconocimiente. Entre Jos
pacientes estudiados, tres pertenecian al grupo
hipoproliferante y tres al normoproliferante previamente
deserito,



llo

A
30 {1 PACIENTES

B CONTROLES

CPM x 10-3

12 12
24 HORAS 72 HORAS

FIGURA 10.- Cuantificacidn de [a actlvidad interleucina 2
en los sohrenadantes de cultivos de linfocltos
T puriticados, previamente estimulados con
fitohemaglutinina a 24 y 72  horas, de
pacientes con anemia pernlciosa
hematoldgicamente resuelta y controles.
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TABLA V.- Actividad interleucina 2 detectada en los
sobrenadantes de cultivos de linfocitos T,
estimulados con fitohemaglutinina, de
pacientes con anemia perniclosa resuelta
distribuidos en funcién de la respuesta
blastogénica a PHA y controles,

DILUCION DEL PACIENTES CONTROLES
SOBRENADANTE ﬁ_
HIPQP NORMOQP
25% 12413(2605) 16632{4122) 15880 (3125)
24 HORAS! 12% B432(2315) 12514[3092) 11278 (4032)
6% 5015(1419) 9015(2883)| 7482 (3;s)
26% 8719(2001) 12112(3418) 10250 {3803)
72 HORAS[12% 5691{1907) 9016(2a11) 7508 (2649)
6% 3568{1012) 7121{2018) 8817 {2111)

Resuliados axpresados coma media (desviackin eslandar) en cpm.
HIPOP: hipoproliferallvos
NORMOP: normoproliferaiivos
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Los receptores de activacién estudiades fueron:
receptor para la IL-2 (cuya cadena pb5 es reconocida por el
AcMo antiTAC), moléculas de clase IT del SPH {reconocidas por
antiDR) y receptor para la transferrina (reconocida por el
antiTo).

La densidad celular y la cinética de expresidn de las
distintas moléculas reconocidas por los citados AcMo en los
linfocitos T de los pac"iantes no diferfan en los controles
sanos, y en los enfermos independientemente de que estuvieran
encuadrados en los grupos *hipo* o "normoproliferantes" (Tabla
VII).

¢} Redpuesta blastegdnjca del 11;_;;0::1;9 T en presencia de IL-2
rpgombinante

Se cuantificd l1la proliferacién obtenida tras 1la
adicién de IL-2r a los cultivos de linfocitos T no estimulados
con mitdgenos, con el £in de analizar mediante un examen
funclonal la hipétesis de gque la cadena p75 del receptor para
la IL-2 (se habla descartadc mediante estudio fenotipico la
expresion de la cadena p55) estuviera expresada en los
linfocitos T en repesc de los pacientes con anemia perniciosa
hematolSgicamente resuelta y que la interaccidn IL-2r/p75 fuera
funcionalmente activa, en cuyo caso se detectaria una respuesta
blastogénica superior a la de los individuos controles tras la
citada suplementacién, Para ello se apalizé la proliferacién
obtenida tras la adicién de IL-2 vrecombinante en dosis
saturantes (10 y 100 u/ml} a los cultivos de linfocitos T no
estimulados con mitégenos.



TABLA Vii.- Expresién de receptores de activaci

6n en la membrana citoplasmaética de
linfocitos T de pacientes con anemia perniciosa hematolégicamente resuelta

y de controles, basalmente y tras estimulo con fitohemaglutinina a 24

horas
TIEMPO |L-28 DR
{horas) Pacientes Controles Pacienies Controles
0 2.3(1,8} 2,7(1.3) 6,2(2.4}
24 39,6(14,8) 31,2(16.1) 30,8(4.0)  36,5(9,1)
72 57,5(11,4) 58.6(19,0) 45,0(9,5) 48,0(8,4)

Los resultados expresan ia madia (desviacion estandar) en porcantaje de células marcadas con al anticuerpe monocional corespondiante

respecto al total de la muestra cefular esludiada.
ABREVIATURAS:

- L-2R: Cadena pS5 del recaplor para la Interlaucina 2 reconocida por el anlicuerpo monocional antl-TAC

- DR: Molécula de clasa }l del sistema principal de histocompatibitidad
- T9: Receptor para la transterrina

RN
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Paralelamente investigames el efecte de 1a
incorporacién de IL-2 recombinante a cultivos de linfocites 7T
purificades estimulados con fitchemaglutinina. El objeto de
esta fase de nuestra investigacidn fue analizar si el aporte
exsgeno en dosis saturantes normalizaba o no la respuesta
proliferativa de los linfocitos T de los pacientes,

Basalmente, la adicién de IL-2r produje un ligero
aumento dosis~dependiente de la respuesta blastogénica de los
linfocitos T, tanto en enfermos come en controles, no
aprecidndose diferencias significativas entre ambos grupos
(Figqura 11),

En presencia de fitohemaglutinina cuando se
suplementd el medio de cultivo de los linfocitos T de 1los
pacientes con IL-2 a congentraciones saturantes no revirtisd la
alteracién ni incrementdé significativamente su respuesta
nitogénica frente a lectinas. En los controles tampoco se
observé una tendencia al incremento de la respuesta (Figura
11}.

De forma paralela al estudio de la poblacién linfoide
T se investigé el estado funcional de los linfocitos B de
sangre  periférica de pacientes con anemia perniciosa
hematolégicamente resuelta ¥y de controles, Para ello valoramos
la respuesta proliferativa de los linfocitos B purifieados,
basalwente y tras estimule mitogénice.

La sintesis de DNA por les linfocitos B mantenidos
en cultivo durante cinco dias en ausencia de estimulo

blastogénico fue similar en el grupo de pacientes y en el da
controles (Figura 12).
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FIGURA 11.- Efecto de la adicion de I1L-2r sobre la
respuesta prollferativa de los linfocltos T
puriticados, de forma alslada o conjuntamente
con PHA, de pacientes con anemia perniclosa
hematoldgicamente resuelta y controles.
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Respuesta blastogénica de los linfocitos B,
basalmente y tras diversos estimulos
mitogénicos, de pacientes con anemia
perniciosa hematolégicamente resuelta Yy
controles.
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A continuacién se estudié la respuesta proliferativa
de los linfocitos B de pacientes y controles incubados
previamente durante 36 horas con SAC, el cual erigina la
activacién y proliferacidon de los linfocitos B mediante su
unidn a las Igs de superficie y su entrecruzamiento, En estas
condiciones, la sintesis de DNA tanto en enfermos como en
controles fue con SAC superior a la ohservada en ausencia de
este estimulo., Sin embargo no se observaron diferencias
signiticativas entre ambos grupos de sujetos (Flgura 12).

Les linfocitos B, activados por aptigeno o ligandos
de 1las Igs de superficie, expresan en su membrana
citoplasmitica receptores para una serie de linfocinas
producidas por les linfocitos T estimulados. La interacclén de
estas moléculas con sus receptores en los linfocitos B induce
la proliferacién y/o diferenciacién de los nismos., Estas
citocinas se agrupan genéricamente como actividad BCGF ¥y
actividad BCDF  segln promuevan la proliferacién o
diferanciacién del linfocito B.

Los factores con actividad BCGF actdan sobre los
linfocitos B que expresan receptores para los mismos induciendo
su avance an el ciclo celular. Bagsados en ests concepto,
investigamos el efecto proliferativo de la adicién de diversas
linfocinas con actividad BCGF (IL-2 recombinante o sobrenadante
BCGF aestandar) sobre blastos B de sangre periférica obtenides
tras incubacidén previa con SAC como previamente se ha
comentado. En estas diferentes condiciones experimentales, los
linfocitos B de los pacientes con anemia perniciosa
hematolégicamente resuelta presentaron una blastogenesis
similar a la de los individuos contreles (Figura 12).
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5, i a d acjentes

¢onjuntamente al estudio de la poblacitn linfoide T
y B realizamos un andlisis de la actividad NX de las cé&lulas
nmononucleares de sangre periférica de pacientes y controles
frente a la linea celular K-562 (NK-sensible).

No observamos diferencias significativas en 1la
actividad NK, expresada en porcentaje de lisis especifica,
desarrollada por pacientes y controles en las dilversas
diluciones utilizadas (Figura 13).

A continuacidén estudiamos un grupe da 11 pacientes
con anemia perniciosa no tratada con vitamina B12, que
presentaban en el momento de realizar el estudio
nanifestaclones hematoldgicas diversas (macrocitosis, anemia,
pancitopenia), A este grupo le hemos denominade “anemia
perniciosal.

Se realizd un estudio secuenclal similar al seguido
con los paclentes de anemia perniciosa resuelta pero
enfocindonos en los linfocitos T purificados, linfocitos B y
células NK.
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FIGURA 13.- Actlvidad NK de las CMSP frente a K-562 de

pacientes con anemia perniciosa
hematolbéglcamenie resueita y controles,



No observamos diferencias significativas en los
porcentajes de cé&lulas marcadas can los anticuerpos
monoclonales anti-cD2, CDh3, CD4, CD8 y CD16. Azi mismo el
coclente CD4/cD8 fue similar al de individuos controles (Tabla
VIII).

Al comparar estos resultados gon el grupo de
pacientes “anemia perniciosa hematolégicamente resuelta®

tampoco se observaron diferencias significativas (Tabla VIII),.

a) Respuesta g;aggggégécé de 1%250%&:2 TE bggg%mag%g z EEag
adic al medio de tohemaglutinina

Ia proliferacién basal de los linfocites T
purificados tras cinco dlas en medio de cultivo fue similar y
minima en pacientes con anemia perniciosa y controles. sin
embarga, tras estimulo mitogénice con fitohemaglutinina, se
detects una marcada respuesta blastogénica al guinto dia de
cultivo que fue significativamente meror en los pacientes que
en los controles (Figura 14, Tabla IX). No obstante, al
comparar el grupe de pacientes de “anemia perniciosa" frente
al de "anemia pernicicsa hematolégicamente rasuelta® no se
cbservaron diferencias significativas en la sintesis de DNA de
sus linfocitos T en estas condiciones experimentales.



TABLA Vili.- Estudio fenotipico de

puriticados de pacientes

perniciosa, anemia
hematoldglcamente resuelta

los
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linfocitos T

con ahemia
perniciosa

y de controles

FENOTIPO ANEMIA ANEMIA PERNICIOSA  CONYROLES
PERNICIOSA RESUELTA
cD2+ 83,4 (5,5} 86,5{10,7} l 90,8 (4,5)
CO3+ 74,8 (6,9} 72,0 (13,0} 77,8 {14,5)
CD4+ 46,7 (10.5) 43,5 {11,2) 47,7 (14}
CD8+ 27,0 {10,4) 32,7 (12,8) 30,0 {(10,7)
CD4/CDE 2,0 (0.9) 1,49 {0,6) 1,80 {1,0)
coé 14,2 (8,3) 16,7 (8,2) 14,0 (8,2)

Los resullados expresan |a media en porcantajs {desviaclon astander} de células
marcadas con el anticuerpo monocional correspondiente respacto al lotal da la muastra

calular estudiada.
p > 0,08 en las comparacionos realizadas antre grupos
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FIGURA 14.- Respuesta proliferativa al quinto dia de
cultivo de los linfocitos T puriticados tras
estimulo con PHA de paclentes con anemia
perniciosa, anemia perniciosa
hematoldgicamente resvelta y controles.
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TABLA IX.~ Hespuesta proliferativa de las CMSP vy
linfocitos T de sangre periférica de
paclentes con anemla perniciosa, anemia
perniclosa hematoldgicamente resuelta y de
controles, basalmente y tras la adicién de
diversos mitdgenos,

MITOGENO ANEMIA ANEMIA PERNICIOSA‘ CONTROLES
PERNICIOSA RESUELTA

BASAL 460 (433) 489 (542) 371 (439)

PHA 66.752 (26657)" 69.072 (23.134)* 122.227 (43.165)

Anti-CD3 21.921 (9.356) 24.716 (16.031) 33.288 (13.178)

PMA 37.499 (11.137) 35.135 (10.852}  40.107 (13.396)

Resuliados expresados como medla {desvlacién estandar) en cpm.

ABREVIATURAS ampleadas: PHA: fitohemaglutinina; Anil-CD3: anticuerpo monoclonal
anti-CD3; PMA: forbol-mirlstato-acetato { ester del forbol ).

* p < 0,05 con respscto a los controles
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Segin los criterios previamente expuestos en relacidn
con la respuesta inducida por fitohemaglutinina en los
linfoeites T, ocho pacientes pertenecian al subgrupo de
hipoproliferantes y tres al de normopreoliferantes.

En cuanto a la cinética de la respuesta blastogénica
tras la estimulacién con PHA observamos gque la proliferacidn
méxima se obtuvo al gquinto dia de cultive tanto en paclentes
coms en controles (Figura 1§). La respuesta proliferativa de
los linfocitos T de los pacientes fue significativamente
inferior que la da los controles en el quir_lto dia de cultive
siends similar en el tercero y sé&ptimo. El estudio de cinética
de respuesta proliferativa de los linfocitos T del grupo de
pacientes con "anemia perniciosa" fue similar al del grupo de
vanemia perniciosa hematolégicamente resuelta" en cada uno de
los diferentes tiempos analizados (Figura 15).

b) Respussta proliferativa de Oigp »_los mitédencs que
interaceionan selectivamente con_ el compleie CD3I/Ti.

La respuesta proliferativa inducida por anti-CD3 fue
gimilar en paclentes con anemia pernilciosa y controles (Tabla
IX). Sin embarge, la sintesis de DNA tras este estimulo fue
significativamente menor en el subgrupo de hipoproliferantes
que en la poklacidén control (Figura 16)}. No se observaron
diferencias significativas al comparar el subgrupo dae
hipoproliferantes de paclentes de "anemia perniciosa" con el
de paclentes de "anemia perniciosa hematolégicamente resuelta'.
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FIGURA 16.- Respuesta proliferativa de CMSP frente a anti-

cn3 referida a los subgrupos
hipoproliferatives de paclientes con anemia
perniciosa, anemia perniciosa

hematolégicamente resueita y controles.




La utilizacién de forbol-miristato-acetato proedujo
una respuesta proliferativa similar en los linfocitos T de
pacientes con anemia perniciosa y controles (Tabla IX). Esta
respuesta proliferativa fue asimismo similar al comparar la del
subgrupo de hipoproliferantes respecto a controles y frente al
grupe de pacientes de anemia pernicicsa hematolégicamente
resuelta (Figura 17).

En condiclones basales no se demastré actividad IL-2
an los sobrenadantes de los cultivos de 24 y 72 horas de los
1infocitos T de paclentes con anemla perniciosa y controles.

cuando estos linfocitos T fueron estlmulades con
fitohemaglutinina, la actividad IL-2 detectada an los
sobrenadantes da los pacientes se elevd notablemente, siendo
similar a 1a cuantificada en los controles y en paclentes con
anemia perniciosa hematolégicamente resuelta (Figura 18).
aAsimismo la distribucién de los pacientas en funcién de la
respuesta blastogénica a fitohemaglutinina (hipoproliferantes
y normeproliferantes) no detactd diferencias significativas
entre estos grupos nl con respecto al grupo control ni al de
pacientes con anemia perniciesa hematoldgicamente resuelta.
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linfocitos T
purificados frente a PMA de paclentes con

perniciosa
resueita y controles.
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FIGURA 18.- Cuantiticacién de la actividad interleucina 2
en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos
T purlficados, previamente estimulados con
PHA a 24 y 72 horas, de pacientes con anemia
perniciosa, anemia perniclosa hematolégl-
camente resuelta y controles,



Se analizd secuencialmente la activacién de los
linfociteos T de cuatro pacientes con anemia perniciosa (dos
hipoproliferantes y dos normoproliferantes) y cuatro controlas,
basalmente y a las 24 y 72 horas tras estimiule con
fitohemaglutinina, cuantificando la expresién del receptor para
IL-2, de moléculas de clase II del SPH y del receptor para la
transferrina. '

La densidad celular de las distintas molé&culas
reconocidas por los AcMo vy el tiempo de aparicién de los mismos
en los linfocites T de los pacientes no diferfan de los
detectados en los linfocitos T de los pacientes con anemia
perniclosa hematolfgicamente resuelta y de controles sanos,
independientemente de gque estuvieran encuadrados en los grupos

"hipo" o '"normoproliferantes" (Tabla X).

¢) Respuesta blastogénica dal linfogite T en presencia de IL-2
recombinante,

La adiciétn de IbL=-2r produjo una respuesta
blastogénica similar de los linfocitos T de pacientes con
anemia perniclosa 'y controles. Asimismo neo se apreciaron
diferencias significativas entre el grupec de pacientes de
anemia pernicliosa con respecto al de anemia perniciosa
hematoldglcamente resuelta (Figura 19),

En presencia de fitohemaglutinina cuando se
suplementé el medic de cultive con IL-2 a concentracilones
saturantes no revirtié la alteracidn ni  incremento
significativamente la respuesta mitSgena frente a lectinas
présente en los paclientes (Figura 19).



TABLA X.- Expresion de receptores de activacién en la membrana citoplasmdtica de
linfocitos T de pacientes con anemia perniciosa, anemia perniciosa
hematolégicamente resueita Y de controles, basalmente y tras estimulo con
titohemaglutinina a 24 y 72 horas

TIEMPO 1L.-2R DR 19

{horas) AP. APHHA Controles] AP. APHR. Controles A.P. APHR.  Controles
0 1.8(0,9) 2,3(1,6) 2,7(1.3} 5,5{3.7} 6,2{2,4) 6,5(2,9} 2,6(1.7) 3,1(1.9) 2,9(1,5}
24 30,5(10,9) 39.6{14,8) 31,2(16.1)135.6{10,1) 30,8(4,0) 36,5(9,1) 20,2{4,6) 23,5{(6,1) 21,7(5.6)
72 54,5(7,7) 57.5(11.4} 58.6(19,0)}43,4{9.1) 45,0(9,5) 48,0(B.4) 53,5(14,7) 55,6(13,1) 63,5(23.3 L

Los resullados expiesan la media (desviacién estandar) en porcantaje de céiulas marcadas con el anticuerpo monoclonal correspongdiente
respecto al total de la muesia celular estudiada. .
ABREVIATURAS:

- AP.; Anemla parniciosa

- AP.H.R.: Anemia perniciosa hematologicamenla resuelia

- 1L-2R: Cadena p55 del receplor para la Interleucina 2 reconocida por el anticuerpo monoclonal anti-TAC
. DR: Molécula de clase i del sistema principal de histocompatibilldad

- To: Receplor para la transferrina

TET
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FIGURA 18,- Efecto de la adicién de IL-2r sobre la
respuesta proliferativa de los linfocitos T
purificados al quinte dfa de cultive 1tras
estimulo con PHA de paclentes con anemia
perniclosa, anemia pernlciosa
hematoldgicamente resuslta y controles.




La sintesis de DNA por los linfocitos B en ausencia
de estimulo blastogénice fue similar en el grupo de pacientes
con anemia perniciosa con respecto a los controles (Flgura 20).

La respuesta proliferativa de los linfocitos B de
pacientes con anemia perniciosa y controles tras incubacidn con
SAC y adicién de IL-2 recombinante y sobrenadante estandar fue
asimismo similar. No existieron diferencias significativas en
las respuestas blastogénicas de los linfocitos B de pacientes
con anemia pernicicsa y anemia perniciosa hematoldgicamente
resuelta (Figura 20).

54 d aotividad a sntaes con anem

La actividad NK de los paclentes con anemia
paerniciosa fue significativamente inferior con respecte al
grupa de pacientas de anemia perniciosa hematolégicamente
resuelta y controles {Figura 21}.
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FIGURA 20.- Respuesta blastogénica de los linfoclios B,

basalmente y (tras diversos eastimulos
mitogénicos, de paclentes con anemia
perniciosa, anemla perniclosa
hematolégicamente resuelta y controles,
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FIGURA 21,. Activided NK de las CMSP frente a K-562 de

pacientes con anemia perniciosa, anemla
perniciosa hematoldgicamente resueita vy
controles.

* p < 0,05 con respecto a los paclenies con anemia perniclosa
hematoldgicamenta resuelta y conlroles.



é ggg DURANTE_DOS ;gz;g HESES,

Conjuntamente, realizamos un estudio de seguimiento
.de cinco pacilentes en los que se realizéd el astudio en tres
situaciones: '

1.~ Fase de anemla perniciosa con alteraciones
hematolégicas, no tratada con vitamina B12.

2,~ Anemla perniciosa resuelta, en tratamiento con
vitamina Bl2 durante dos meses,

3.- Anemia perniciosa resuelta, en tratamiento con
vitamina Bl2 durante geis meses,

En estos cince pacientes sstudiamos el fenotipo de
linfoeitos T purificados, la respuesta blastogénica de
linfocitos T frente a fitochemaglutinina e interleucina 2 y la
actividad RK.

1.- EMMMM&&M

Ho observamos diferencias entre las tres situaciones
en cuanto al porcentaje de cé&lulas wmarcadas por el AcMo
anti-CcD2. Sin embargo, al porcentaje de linfocitos reconocidos
por el AcMo anti-CD3 fus wenor en los pacientes que llevaban
¢ meses de tratamlento. En este mismo grupo se observd un
aumento de la poblacién CpD2+ CD3- (HK) . Los porcentajes de
células marcadas con los anticuerpos monoclonales anti~-cD25,
anti-CD4 y €Dh8, asi comeo el cocienta CD4/CDB fue similar en las
tres situaciones estudiadas (Tabla XI}.
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TABLA XL- Estudio fenotipico de los linfocitos T
purificados de pacientes con anemia
perniclosa no tratada y en tratamlento con
vitamina B12 durante das y seis meses y de
controles.

FENOTIPO A.P. No tratads AP, Bi2 AP, B12  CONTROLES

2 MESES & MESES

cD2+ 88,6 (5,9} 850 (4,6) 830 (8.8) 89,6 (2,0}

CD3+ 75,4 (SDO) 75,0 (712) 64,0 (10-6)' 78,4 (3|”

CD2+CD3- 12,4 (8.7) 10,06 {43} 190 (7.2)* 112 (22)

CD4+ 39,2 (3,8) 50,8 (13,3} 44,2 (10,2) 42,2 ({6.8)

cD8+ 28,8 {12,4) 30,4 (14,3) 224 (57) 39,2 {6,6)

CD4/CD8 1,7 {1,0) 2.4 (23} 2,0 (0,5) 1,2 {0,4}

cD25 3,2 (5,2 2,6 (1.0) 2.8 (2.3 3,1 (1.8}

Los resullados expresan la media en porcenlaje (desviacién aslandar) da célutas
marcadas con &l anlicuerpo moneclonal correspondiente respecto al lotal de la muestra

celular astudiada.

p < 0,05 con respacio & los olros ires gripos
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2= Y iva_de los 1 oglitos cados

La respussta proliferativa de los linfocitos T
purificades tras estimulo coh fitohemaglutinina fue inferior
en los enfermos con anemia perniciosa no tratada y tratada
durante seis meses, con respecte a los tratados durante dos
meses y controles (Flgura 22).

Cuando se suplements el medic de cultive con IL-2
exGgena con concentraciones saturantes no  se observaron
modificaciones significativas de la respuesta proliferativa de
l08 linfocitos T a la lectina que en ausencia de esta linfocina
(Pigura 22).

3.~_Eptudio de la sctividad NK.

La actividad NK desarrollada por las CMSP frente a
K-562 fue similar en las dos primeras situaciones, es declr
agquellos pacientes no tratados con vitamina Bl2 o tratados
durante dos meses. El porcentaje de lisis especifico fue menor
en estas dos situaciones con respecto a los tratados durante
seis meses y controles (Figura 23}.
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FIGURA 22,- Respuesta proliferativa de lintocitos T
purlflcados iras estimulo con PHA sélo o
asoclado a (L-2r, de una muestra de pacienies
¢on anemia pernlciosa no tratada y en
tratamiento con vitamina B12 durante dos vy
s#is meses.

* p < 0,05 con respacto a conlrolas y pacianles de anamla perniciosa
tralados con vil. B12 durante dos meses.
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FIGURA 23.-

Aclividad NK de las CMSP frente a K-562 de
una muestra de pacientes con anemia
perniciosa no tratada y en tratamiento con
vitamina B12 durante des y seis meses,

' p < 0,05 con respecio a paclentes con AP, Wratados con vit. B12
duranta 6 mesas y coniroles sanos
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A continuacién gquisimos comprobar si las alteraciones
observadas en el sistema lpmune de los pacientes con anemia

perniciosa se observaban en enfermos con gastritis crénica
autoinmune zin dificit de vitamina Bl2. Para ello estudiamos
a nueva pacientes afectos de este proceso.

No observamos diferenclas significativas en los
porcentajes de células marcadas con los anticuerpos
monoclonalas anti-CD2, CP4 y CD8 entre pacientes con gastritis
crénica autoinmune y controles. Asimismo, el coclente CD4/CD8
¢ue similar. Sin embargo, el porcentaje de células marcadag por
el AcMo anti-CD3 fue significativamente inferior con respecto

a los controles y a los pacientes del grupo de anemia
perniclosa. Asimismo el porcentaje de células marcadas por el
AcMo anti-CDL6 fue significativamente superior al de contreoles

y pacientes del grupo de anemia perniciosa (Tabla XIT).

La respuesta prollferativa basal de los linfocitos
7 purificados fua similar y minima en pacientes con gastritia
crénica autoinmune y controles.



TABLA Xll.-. Estudlo fenotipico de los linfocitos T

puriticados

anemia

de paclentes con gastritis
crénica  autoinmune,
perniciosa

anemia perniciosa,
hematoldgicamente

resuelta y de controles

FENOTIPO  GASTRITIS

ANEMIA ANEMIA PERNICIOSA CONTROLES

CRONICA PERNICIOSA RESUELTA
AUTOINMUNE
CcD2+ §6,7(5,3) 89,4 (5.5} 87,5(6,7) 40,8 (4,5)
CD3+ 62,8(12,7)" 748 (6.9) 72,0 (13,0} 77.8 (14,5
CD4+ 3a,7{10,9) 48,7  (10,5) 435 (11.,2) 47,7 (14,1)
CD8+ 34,5(11,7) 27,0 (10,4} 32,7 (12,6) 30,0 (10,7)
CD4/CDB 1,27(0,31}) 20 (0,9) 1,49 (0,8) 1,80 {1,0)
Chig 22, 5(9,9}" 14,2 (8,3} 16,7 (8,2) 14,0 (8,2)

Los resullados expresan lz media en

porcentaje (desviacidn eslandar} de céluias

marcadas con el anticuerpo monocional correspondienta respecto al {olal de la muestra

celular estudiada estudiada.

p < 0,05 con respeclo a los otros tras grupos
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La respuesta blastogénica  tras adicién de
fitohemaglutinina fue significativamente inferior con respecto
a los controles paerc no frente a los pacientes de anemia
perniclosa. Seqin la respuesta inducida por titohamagiutinina,
tres pacientes pertenecian al subgrupo de normoproliferantes
y seis al de hipoproliferantes (Figura 24, Tabla XIIX}. El pico
péiximo de proliferacién se obtuvo al quinto dia de cultivo, de
forma similar a lo observado en los grupas de anemia perniciosa
(Figura 25).

1) Respuesta proliferativa de las CMEP gllgg nitéganos que
Mwmwmm

La respuesta proliferatica inducida por anti-CD3 fue
similar en pacientes ocon gastritis cerénica autoinmune Yy
controles, asi como frente a log paclentes de anemia
perniciosa. sin embargo, la respuesta blastogénica fue
significativamente menor en el subgrupo de hipoproliferantes
gue en la poblacién control paro similar a los subgrupes de
pacientes hipoproliferantes afectos de anemia perniciosa
(Figura 26, Tabla XIII).

¢} Respuesta proliferativa de log linfocitos T a mitégenos gue
actuan sobre otaeincinasa C

La respuesta proliferativa de los linfocitos T
purificados con gastritis orénica autoinmune tras adicibn de
PMA fue similar en pacientes y controles, tanto como grupo ©
al subdividirlos segun su respuesta a fitohemaglutinina.
Asimismo no se observaron diferencias con respecto a los grupos
de anemia pernicicsa (Figura 27, Tabla XIII).
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FIGURA 24.- Respuesta proliterativa de los linfocites T

purificados al quinto dia de cultivo tras
estimulo con PHA de pacientes con gastritis
cronica autolnmune, anemia perniclosa,
anemia perniciosa hematoldgicamente resuelta
y controles.
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TABLA Xiil.- Respuesta proliferativa de las CMSP vy
linfocitos T de sangre periférica de
pacientes con gastritis crénica autolnmune,
anemia pernlciosa, anemila perniciosa
hematolégicamente resuelta y de controles,
basalmente y tras la adiclén de diversos

mitdgenos.
MITOGENQ GASTRITIS ANEMIA ANEMIA PERNICIOSA CONTROLES
CRONICA PERNICIOSA RESUELTA
AUTOINMUNE .
BASAL aiz(221) 460 (4233} 489 (542) 371 (439)
PHA 69.727(44288)'66.752 (26657)'69.072(23134)" 122.227 {431865)

Anti-cD3  21.797(11621) 21.921 (9.356) 24,716 (16.031) 33.288 (13178)
PMA 30.121{12433) 37.499 (11137) 35,135 (10852) 40.107 (13396)

Resuliados exprasados como madia (desviacion estandar) en cpm.

ABREVIATURAS emplaadas: PHA: fitohemaghutinlna; Anti-CD3: anlicuerpo monoclonal
antl-CD3; PMA: forbol-mirislato-acetalo ( esler del forbol ).

* p< 0.05 con respecio a los controles
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FIGURA 27.- Hespuesta proliferativa de los linfocltos T
purificados frente a PMA de pacientes con
gastritis crénica auteinmune, anemia
perniciosa, anemia perniciosa
hematolégicamente resuelta y controles.
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a) Produccidn de sobrenadantes con actividad In-2

La actividad IL-2 detectada en los sobrenadantes de
jos linfocites T estimilados con fitohemaglutinina fue similar
a la de los controles y grupos de anemia‘perniciosa {Tabla
XIV), tanto conjuntamente como al distribuir a los pacientes
en funcién de la respuesta blastogénica a fitohemaglutinina
(hipoproliferantes ¥y normoproliferantes}.

b) Expresién de meléculas de activacidn

La densidad celular de las distintas moléculas
reconocidas por los AcMo anti-TAc, T8 y Dr ¥ el tliempo de
aparicién de los mismos en los linfocitos T de los pacientes
con gastritis crénica autoinmune no diferfan de los detectados
en los grupos de paclentes de anemia perniciocsa y controles
sanas (Tabla XV), independientemente de que estuvieran

encuadrados en los grupos “hipo" o normoproliferantes.

La adicién de IL-2r produjo una respuesta similar y
escasa de los linfocitos T de pacientes ocn gastritis crénica
autoinmune y controles, Asimismo no se observaron diferencias
con respecto a los grupos de anemia perniciosa.



TABLA XIV.-

Cuantificacién de

la actividad

interleucina 2 en
cultivos de linfocitos T puriticados de sangre periférica

los sobrenadantes de
estimulados con

fitohemaglutinina de pacientes con gastritis crénica autoinmune, anemia

perniciosa, anemia perniciosa hematolégicamente

sSanos.

resuelta y de controles

DILUCION DEL GASTRITIS ANEMIA ANEMIA PERMICIOSA  CONTROLES
SOBRENADANTE CRONICA PERNICIOSA RESUELTA

25% 15758(9338)  16731{4474) 16814{4722) 15869{3125)

24 horas 12% 13591({9350) 11591(4941) 12024(5119) 11278{4032)
6% 7970(6433) 6541({3484) 7223(4375) 7462(3015)

25% 11543(6312) 10015(3880) 10542(4353) 10259(3803)

72 horas 12% B015(5412) 6893(2882) 7032(3532) 7596{2649})
6% 5024(3516) 5125{2891) 6519(3002}) 6817{2111)

Resultados expresados como media {desviacion estandar) an cpm

051



TABLA XV.- Expresién de receptores de activa
pacientes con
anemia perniciosa hematoldgicamente
basalmente y tras est

tinfocitos
perniciosa,

TIEMPQ IL-2R

cion en }a membrana citoplasmatica de
autoinmune, anemia
resuelta y de controles,
imulo con filohemaglutinina a 24 y 72 horas

TS

(horas) il G.C.A. AP. APHR

APH.R Controles

AP. APHR. Controles

0 261,50 1.8{05) 23(1.6)
24 azs5i9)  30,5(11)  39,6(15) 21,2(16)
72 46,3(18) 54,5(8) 57.,5(11)

4,4(3,1) 55(3.7) 6.2(24)

2,61,7y 3.HL® 29015

20,2(5) 235(6} 21.7(6)

50,1(12) 53,5(14) 55,8(13} 63,5{23)

1ps resuliados exprasan ia media (desviacién estandar) en porcentaje de céluias marcadas con al anticuerpo monoclonal correspondiente

respecto al tolal de la muestra celular estudiada.
ABREVIATURAS:

- G.C.A: Gastrilis cronica avioiniwne
- AP.: Anemia parniciosa

- AP.H.R.: Anemia pemiciosa hemalolbgicamente rasuelia
la intesleucina 2 reconociia por @
al da histocompatibfidad

- iL-2R: Cadena p55 del recaplor pasa

- DR: Molécula de clase {1 del sistema princip

- Ts: Recsplor para la wansferina

| anticuerpo monoclonal anti-TAC

151
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En presencia de fitochemaglutinina cuande se
suplements el medio de cultivo con IL-2 a concentraclones
saturantes no revirtié 1la alteracién ni  incremento
significativamente la respuesta proliferativa frente a lectinas
(Figura 28).

4.~ ES o d gio de 4a paciente e
Sdnica aut a8 ontroles.

La respuesta proliferativa de los linfocitos B de
pacientes con gastritis crénica autoinmune y controles
basalmente y tras incubaci&én con SAC ¥ adicién de IL-2r y
sobrenadante estandar fue similar. Asimismo no existieron
diferencias significativas con respecte a los grupos de
pacientes de anemia perniciosa (Figura 29}.

S5,= tud e la t a d entes co astriti

La actividad NK desarrollada por las CMSP frente a
K-562 fue similar en pacientes con gastritis crébnica autoinmune
y controles. Asimismo no se observaron diferencias
significativas con respecto al grupo de pacientes de anemia
perniciosa hematolégicamente resuslta pero si frente al grupo
no tratado de anemia perniciosa (Figura 30).
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Efecto de la adiciéon de IL-2r sobre la
respuesta proliferativa de los linfocitos T
purificados, tras estimulo con PHA, de
pacientes con gastritis cronlca autoinmune,
anemia perniciosa, anemia perniciosa
hematolégicamente resuelta ¥ controles.




154

40+
7 G.CA
351 || m anemea perNicOSA
a0 |0 APHR.
B CONTROLES

CPM x 10-3

FIGURA 29.- Respuesta blastogénica de los linfocitos B
basalmente y {ras diversos estimulos
mitogénicos de pacientes con gastritis crénica
autoinmune, anemia perniclosa, anemia
perniciosa hematoldgicamente resuelta vy
controles.
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FIGURA 30.- Actividad NK de las CMSP frente a K-562 de
pacientes con gasiritis crénica autoinmune,
anemia perniciosa, anemlia perniciosa
hematoldgicamente resuelta y controles,

* p < 0,08 con respecio &l reslo de los grupoes
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VI.- QORRELACTONES ¢riNICO-INMUNOLOGICAS.

Finalmente se investigé la existencia o no de
correlaciones entre los resultados experimentales obtenidos
(respuestas proliferativas de linfocitos T y B, produccién de
IL-2 por linfocitos T, actividad WK, estudio fenotipico) y una
bateria de datos clinicos y analiticas en la cual se incluys:
1) edad; 2) pardmetros hematolSgicos: hemoglobina, volumen
corpuscular medio, linfocites, monocitos, plaguetas; 3)
concentracicnes séricas de: cobalamina, dcide f&lice,
pepsindgeno, gastrina, hierro, transferrina, ferritina,
albfimina; 4) cuantificacién de Ig séricas (IgG, IgA, IgM); S)
titulos de ACPG; 6) estadio histoldgico; 7) duracién de 1a
enfermedad, desde el momento del diagnéstico.

Ho se halld ninguna correlacién con valor
significative entre cada uno de los resultados experimentales
obtenidos in vitro y cualquiera de los aspectos incluidos en
la bateria elinica y analitica referida,
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DISCUSION
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En este trabajo hemos investigadc las alteraciones
del sistema inmune subyacentes al desarrollo de gastritis
crénica auteoinmune y anemia perniciosa. Se han analizado las
caracteristicas fenotipicas y funcionales en las poblacicnes
linfoides T,B y c&lulas NK en sus dos estadios evolutives
determinades por la presencia o ausencia de malabsorcidén da
vitanina Bi2. Asi nismo hemos estudiade su posible variacién
determinada por el tratamiento sustitutive con esta vitamina.

Para dar una mayor significacidtn bioclégica vy
fisiopatolégica a estos hallazgos hemos analizado a una
poblacisn de enfermos homogénea descartando a aguellos en gue
la presencia de enfermedades intermitentes ¢ la toma de
férmacos pudiesen influir en la funcién y estructura de su
sistema lnmune.

I.- cnracrenisrrcas ctiNICAS DE LOS PACIENTES INVESTIGADOS,

El resumen de los princlpales datos clinicos y
analiticos aparece en la Tabla 2. Estos datos coinciden an
general con log comunicados previamente en la literatura médica
RULIARDAUIIN pa  gstos queremos resefar dos aspectos
relevantes: las cifras séricas de pepsindgeno I/gastrina y al

estado férrico de las pacientes,

Nuestro grupo, ha observado previamente que el
pepsindgeno estd disminuido en los pacientes con gastritis
crénica autoinmune”, Este descenso es evidente en las cifras
de pepsinSgeno T ( <20 mg/ml} y se relaciona con la pérdida de
las células principales que estos enfermos presentan Y que son
la fuente principal de secrecién da esta proenzima®™™, sin
embargo, el pepsindgeno II permanece normal probablemente
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porgue la atrofia gdstrica no sa extiende habitualmente a la
mucosa pildrica gue junto a la findica son las secretoras de
pepsinégenc II. como resultado de esta disparidad en la
producci.én da ambas proanzimas, se cbietiva una disminucién del
cociente PGI/PGII que es caracteristico de la atrofia gdstrica
pudiendo aumentar el valor diagnéstico de los niveles séricos
disminuidos de pepsinédgeno 107, Junto al astudic de las cifras
de pepsindgeno analizamos también los niveles séricos de
gastrina‘”’, los cuales estaban aumentados en nueatros enfermos
(>200 mg/ml), probablemente por ausencia da atrofia gédstrica
en al antro, lugar de produccién de la gastrina {células G} o
por pérdida del mecanismo de control negativo determinado por
1a existencia de anticuerpos frente al receptor de gastrina de
1as células parietales®, En un 81% da nuestros pacientes hemos
observado similtaneanente hipopeps inogenemia /hipergastrinemia.

For otra parte, nuestros hallazgos asi come los de
otras autores®®® indican la necesldad de estudiar el estado
rérrice de los paclentes de forma rutinaria., Estos resultades
demuestran qua aungue los nivales de hierroc estén.normales o
alevados en la anemia perniciosa no tratada, existe deficlencia
del misme en los paclentes en tratamiento. La causa de esta
hiposideremia es incierta en la mayoria de los casos, aunque
es posible que sa deba a malabsorcién por aclorhidria®™®, sin
embargo, es necasario excluir otras causas de pérdida cronica
de sangre, particularmente del tracto gastrointestinal dada la
posible predlsposicién al carcinoma gistrico’™ y la asociacidn
con el cdncer de colon recientementa obsarvada®,



Los estudies previos de la literatura a este respecte

obtienen resultados dispares, siendo motive de controversia,
Asi inicialmente Imamura et al®* describieron tres pacientes da
anemia perniciosa no tratades con vitamina Bl2 en los gue
observaron un aumento del cociente CD4/CD8 por disminucisn de
los linfocitos T citotdxicos CDB+. Wodzinski et al® estudiando
23 pacientes con anenia perniciosa observaron un incremento del
cociente CD4/CD8 en los pacientes gue presentaban anticuerpos
anti-factor intrinseco; sin embarge no encontraron que se
relacicnasae esta redistribucién linfocitaria T con la presencia
de antjcuerpos anticélulas parietales géstricas. Soler et alf#
en seis pacientes con anemia pernicicsa no tratados no
detectaron ningun tipo de alteracién fenotipica. Postericrmente
Carmel et al® en el estudio mds amplic, junto con el nuestro,
no observaron diferencias fenotipicas en 40 pacientes de anemia
perniclosa (34 tratados y 6 no tratades).

Nuestro andlisis no demostré 1la existencia de
alteraciones en la relacién entre los linfocitos cCD4 y CD8 en
ningune de los diferentes grupos de pacientes analizados
(At anemia pernicicsa sin tratamlento; B: anemia perniciosa en
tratamiento con vitamina Bi2 parenteral; C: gastritis crénica
autoinmune sin anemia perniciosaj, aunque se observaron
alteraciones individuales, Sin embargo, se encontré en el grupo
C una disminucién porcentual, estadisticamente significativa
de la poblacién CD3+ con normalidad de la CD2+. Con frecuencia,
€b2 y CP3 se utilizan ipdistintamente como marcadores
universales de linfocitos T. Sip embargo, CD2 se encuentra
tanbién en células NK, que constituyen un linaje linfocitarie
distinto al de los T. ¢D3, en cambio, tiene una distribucién
celular restringida expreséndose Unicamente en asecciacién con
el receptor antigénico de los linfocites T. El fenotipo cD2+
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CD3- a5 caracteristico de las células NK y se encuentra
aumentado en }a poblacién senil®®, El estudio con el anticuerpo
monoclonal anti-CD16+, propic de la poblacisn WK, no mostrs
diferencias entre los grupos A, B y controles. Sin embargo,
observames un aunento significativo de la poblaoién CD16+ en
el grupe C (pacientes con gastritis crénica autoinmune sin
anemia perniclosa). En el estudio de seguimiento de pacientes
con anemia perniciosa, realizado en cinco sujetos, se obhservd
un aumento relevante de la poblacién Ch2+ CD3~ (NK) a los sels
meses de tratamiento con vitamina Bi2, no avidencidndosa
diferencias antes de) tratamiento ni tras dgs meses de haberse
iniciado. No observamos diferencias significativas entre los
enfermos de cualgquliera de los tres grupes y controles an el
porcentaje de linfocitos B, definides por el anticuerpo
monoclonal anti-Chb20, aungue estaba ligeramente aumentada en
los pacientes. Estos hallazgos pueden relacionarse con el
fenctipo observado por Kaye et al™ en nucosa gistrica, en
donde detectaron una infiltracién 1linfoide constituida
predoninantemente por linfocites no-T, ne pudiendo discernir
su pertenencia a células B ¢ NK., En un Ffuturo habrid que
realizar estudios fenotipicos mas completos gque permitan
definir si las poblaciones CD2+ CD3~ CD16+ o CD20+ partiecipan
en el desarrclle de la lesion tisular,

IrI.~ 1] DO 1 ] [+] g

La siguiente fase de nuestro estudio de 1las
alteraciones del sistema inmune asccliados al desarrolle de
gastritis crénica autoinmune y anemia perniciocsa fue al
andlisis dal estadc funcional de la poblacién linfoide T, Para
ello investigamos la activaeisn y respuesta proliferativa de
esta poblacién celular con diferentes mitégenos que permiten
analizar secuencialmente los diferentes mecanismos implicados
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en estos procesos celulares., Empleamos una lectina vegeta)
{fitohemaglutinina) que interacciona con miltiples moléculag
de la superficie linfocitaria asi como el anticuerpo monoclonal
anti ©D) que se une selectivamente con la estructura cp3 y
transduce fisioclogicamente la seflal determinada por la unién
del receptor clonotiplco y el antigeno. Asi mismo, analizamos
la respuesta a los ésteres del forbol que actian directamente
sobre la proteincinasa C soslayando las fases previas del
proceso molecular de activacién linfocitaria.

Iniciamos el estudio funcicnal de les linfocitos T
de los pacientes estimando su capacidad proliferativa frente
a fitohemaglutinina. La sintesis de DNA por los CMSP y por los
linfocitos T purificados tras estimulo con esta lectina vegetal
fue menor .en los paclentes y esta deficients respuesta
blastogénica se observd en cada uno de los grupos analizadoes,
no observando diferencias estadisticas entre ellos pexo si con
raspecto a los controles,

Estudios previos muestran resultados dispares, Asi
Mac Cuish et al™ observan una respuesta hipoproliferativa de
las CMSP a fitohemaglutinina en veinte pacientes de anemia
perniciosa tratados con vitamina Bi2. Estos autores consideran
gque la deficiente blastogénesls se debe a un fallo en la
ineorporacién intranuclear de timidina tritiada por Jlos
linfocites, wmés que a un defecto en la induccién de
blastogénesis. Este, segin dichos autores, podria refiejar un
defecto metabblico mds gque una anormalidad inmunolégica
inherente. Sin eumbargo, KHtk4™ ne encontré diferencias
significativas en la proliferacién de las CMSP de pacientes y
controles frente a fitohemaglutinina, tanto antes como durante
el tratamiente con vitamina B12. A diferencia de mnuestro
estudio en que se utilizaron CMSP y linfocitos 7 purificades,
estos trabajos utilizan dnicamente CMSP. Este aspacto
metedoldgico es relevante en cuanpto que no sa asegura la
existencia de un nimeroc similar de linfocitos T raspondedores
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Y puede, ademis, interferir el estado funcional de éstos por
la accién del amplio nfimeroc de células no T presentes en las
muestras,

Podrfa sugerirsa gque la deficiente respuesta
preliferativa frente a fitohemaglutinina observada en lom
pacientes con gastritis crénica autoinmune y anemia perniciosa
fuese debida a una alteracidn de 1a cinética celular. Sin
embargo, en nuestro estudio se observa claramente que el patrén
de la cinética es similar al de los controles, mostrando una
respuesta proliferativa disminuida tanto al tercer como al
quinte dia de cultivo,

Asl mismo podria plantearse la posibilidad que un
factor inhibidor fuese el responsable de la hipeproliferacién
a fitohemaglutinina. Sin embargo, 1la observacién de una
respuesta proliferativa similar o incluse superior, en
presencia de suero aut6lego en vaz de suero bovine fetal es un
argumento experimental suficiente para afirmar gque la
hipoproliferacién de los linfocitos T y CMSP no depende de la
presencia de algun factor sérico inhibidor.

A ocontinuacién, ¥y de acuerdo con el asquema
experimental indicado progresamos en la investigacién de 1la
activaclidén de los linfocitos T estudiando la respuesta a otros
mitoégenos (anti-~CD3 vy ésteres del forbol). La respuesta
mitégenica de los CMSP tras estimulo con anti~CD3 estuvo
disminuida en los pacientes gque hipoproliferaban frente a
titohemaglutinina, de los tres grupos estudiades. El defecto
subyacente a esta alteracién permanece desconocido, pero dada
la proliferacién normal ante &steres del forbel, probablemente
estribe en una alteracién de la unidén de los mitbégenos a su
receptor © en la transduccién de la sefial previa a 1la
activacién de protein-cinasa C. Estos hallazgos locallzan, por
lo tanto, el defecto funclonal de los linfocitos T a este nivel
da la activacién celular. Esta alteracién de los linfocites T
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de los paclentes con gastritis crénica auteoinmune y anenia
perniciosa requerird en un futuro analizar las bases celulares
y moleculares subyacentes a esta inmunodeficiencia.

Al analizar la significacién patogénica y elinica de
estos hallazgos debe indicarse que la deficiencia linfocitarija
T estd ya presente en los paclentes con gastritis crénica
autoinmune sin anemia perniciosa. M&s aun, la intensidad de)
defacto funcional T no se modifica en aguellos pacientes que
adem&s han desarrollade una anemla perniciosa ni tampoco en los
que tras haber realizado el tratamiento sustitutivo presentan
una normalizacién de las anomalfas hematolégicas inducidas por
el déficit metabdlico., Por lo tanto, el estade funclonal
anormal de los linfocitos T podria relacionarse con la lesién
tisular gastrica y no parece estar determinade por 1la
alteracién metab&lica de la vitamina B12. Es resefable, sin
embargo, gue transitoriamente y precozmente durante el
tratamiento con vitamina B12 parenteral se objetiva una
normalizacién de la respuesta blastog&nica de leos linfocitos
T. Aungue no pedamos, en la actualidad, definir los mecanismos
subyacentes a este hallazgo celular es planteable indicar que
sea secundario a las modificaciones metabélicas subsiguientes
al aporte de vitamina B12 con su consiguiente repercusisn en
&l metabolismo de los 4cidos nucleicos, Este posible mecanismo
podria modificar transitoriamente el estado funcional alterado
existente en la poblacién T pero que tras 1la adaptacién
netabdlica a la existencia de niveles normales de vitamina Bi12,
reaparece Yy s& expresa funcionalmente. Otros autores han
observado un potencial efecto inmunomodulador de la vitanina
Biz in wvitro, a través del incremento de la respuesta
proliferativa de los linfocitos T, en respuesta a concanavalina
A y linfocitos B aut6logos, cultiva;:los en presencia de metil-
B127,

Para tratar de seguir profundizando en la deficiencia
de los linfocitos T de los pacientes con gastritis crénica
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autoinmune y anemia perniciosa estudiamos los mecanismos de
comunicacién intercelular {mplicados basicamente en la
regulacidn de la proliferacién de esta estirpe celular.

Se ha comprobado gue la activacién de los linfocitos
T @3 un proceso en el dque se pueden distinguir dos fases: 1)
interaccidn del antigeno (o en su caso, el nitégeno empleado
"in vitro") sobre el linfocite T en presancia de células
accesorias y 2) produceién de una serie de proteinas por el
linfocito T (fundamentalmente IL-2 y su recepteor) gue determina
1a progresidn del linfocito P a través del ciplo celular™®, por
lo tanto, investigamos la produccisn de esta interleucina por
los linfocitos T activados asi como la expresi6én de su receptor
en la membrana clitoplasmética,

‘Se comprobd que la produccidn de IL-2 por los
linfocitos T de los pacientes, considerados por grupos, fue
similar entre ellos y a la sintetizada por los individuos
controles., Por otre lados, no se observaron diferencias
significativas en la produccién de IL-2 entre los sixbgrupos de
pacientes gue normo o hipoproliferaban tras el eatfimule con
fitohemaglutinina. No existen precedentes en la literatura
médica en que se determine la produccidn de IL-2Z aungue otros
autores han apalizado la produccisdn de interferon-gamma da CMSP
estimuladas con fitohemaglutinina, en ocho pacientes con anemia
perniciosa, resultande similar tanto antes como durante el
tratamiento con vitamina B120™,

Simultaéneamente, cbjetivamos gque la cinética de
adquisicién del receptor de la IL-2 por los linfocitos T de los
pacientes con gastritis crénica autoinmune y anemia perniciosa
as] como la intensidad de su expresiédn eran similares a la de
sus controles. Tamblién analizamos la aparicién en la nembrana
citoplasmitica de otras moléculas implicadas y asociadas al
praoceso de activacién linfocitante T (Dr y T9). Observamos que
la expresién de estas proteinas de membrana eran similares en
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pacientes y controles.

Ante esta situacisn, se pueden aducir una serie de
explicaciones sobre la deficiente respuesta proliferativa de
los linfocitos T de estos pacientes tras estimulo con
fitohenaglutinina, no mutuamente excluyentes entrae si:

1) Es posible que la unién IL2-IL2R fuese andmala o
gue la sefial transmitida al interior celular por IL2R tras la
unién a ILZ lo fuese,

2) Es poslble que, si bien la formacldn de la cadena
P55 del receptor para IL2 (reconocida por el AcMo antiTac)
ocurria normalmente, no sucediese asi con la cadena p75, de

modo gua no se conformara un ndmerc normal de receptores de
alta afinidad para ILZ,

3) La posibilidad de que existiese una molécula de
IL? funcionalmente defectuosa se ha excluide razonablemente,
al demostrar gue la adiccién de Il2r al medio de cultive no
normaliza la deficiente respuesta blastogénica da los
linfocitos T de los pacientes con gastritis crénica autcinmune
y anemia perniciosa.

Existe una serie de evidencias experimentales
recientes ¢ue refuerzan la idea de la implicacién de los
linfocitos T en la patogenia de la enfermedad® V™, Estos
estudios estdn basados en un modelo murino en el que se realiza
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una timectomia neonatal precoz. El momento de la timectomia es
crucial y debe realizarse en el tercer dia de vida, dado que
la excisidn del timo antes o después de esta fecha no provoca
la enfermedad. Se postula que los linfocitos T autorreactivos
estéin presentes en el timo al tercer dfa tras el nacimiento
pero que las células supresoras de aestos T autorreactivos
aparecen unos dias mia tarde. Por tanto, la timectomia
realizada an esta fecha conserva los linfocitos T
autorreactives pero elimina la generacién de linfoecitos T
supresores. De hechoe clertos subtipos de linfocitos T estén
ausentes en el ratdn adulto postimectomizado. Ademéis, la
enfermedad autoinmune gdstrica se puedas prevénir transfiriendo
linfocitos T adultos normales al ratdn timectomizado. Estos
datos sugleren que los linfocitos T supresores pueden jugar un
papel en la prevenciin de la enfermedad autoinmune gistrica'™,

Por otra parte, se suglere gque los linfocitos T
supresores implicados en la enfermedad son especificos de
drgano. Aunque un Srgano dado contiene un gran nimero da
potanciales autoantigenos y por tanto requeriria un gran nimerc
de células suprosoras diferantes para impedir el desarrollo de
ia enfermedad, es posible gque exista un nfimero limitade de
antigenos dominantes qque disparen la enfermedad. Este concepto
se basa en el reciente hallazgo gue la mayoria de los
anticuerpos anticélulas parletales géstricas astdn dirigidos
frente a un Gnico antigeno, la bomba H'-K*-ATPasa”. En este
caso el ndmero da células supresoras diferentes para impedir
l1a enfermedad secd mucho menor. Esta cuestidn no se resolverd
hasta que no sa concoxca la estructura molecular de varios
autoantigenoa y de los receptores antigénicos de los linfocitos
T relacionados.
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gn este trabajo tambidn hemos investigado el estado
funcional de los linfocitos B de los pacientes con gastritis
cr6nica autoiomune ¥y anemia perniciosa. Los estudics de
regulacién de la proliferacién de esta poblacién linfoide son
similares a los de los linfocitos T aunque difieren en al
proceso inicial de activacidn.

En una primera fase, el linfoclto B se activa por un
antigeno de forma especifica o policlonal con ligandos de las
inmunoglobulinas de superficie tales como anti-mu o SAC, fTras
esta unidn el linfocito B pasa de la fase G, a G,,, expresando
a continuacidn antigeno de activacidn. Sobre estas estructuras
actuan citocinas producidas fundamentalmente por los linfocitos
T, que hacen avanzar en &l ciclo celular a los linfocitos B ¥y
gue se integran ceolectivamente bajo la dencminacidén de
actividad BCGF (factores de crecimiento de linfocitos B), Tras
esta activacidn, el linfocito B adquiere la capacidad para
regponder a las mol&culas inductoras de diferenciacidn, tras
lo cual los linfocltos B maduran a células plasmdticas que
secratan inmunoglobulinas‘,

Siguiendo este esquema y utilizando una poblacién
purificada de linfocitos B, hemos investigade la funcidn de
estos en paclentes vy controles. No se cobservaron difarencias
significativas en la sintesis de DNA por los linfocitos B de
pacientes con gastritis crénica autocinmune y anemia perniciosa
y de controles, tanto en condiciones basales como tras
incubacién previa con SAC. Tampoco hubo diferencias entre log
tres grupos de pacientes estudiados. A  continuacidn
investigamos la respuesta inducida sobre linfocitos B activados
previamente con SAC frente a linfocinas que influyen en su
proliferacién. La adicién de un sobrepadante BCGF y IL-2
recombinante a los cultivos de linfocitos B estimulados con SAC
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de los pacientes produjo una respuesta blastogénica aimilar a
la cuantificada en el grupo contrel. Asi misme no observamos

diferencias al comparar los tres grupos de pacientes estudiados
con gastritis cronica autoinmune y anemia perniciosa.

Esta proliferacién normal de los linfocitos B
refuerza el hallazgo previo de la existencia de una deficiencia
de log linfoecltos T en los pacientes con gastritis crénica
autoinmune y anemia perniciosa no inducida por la alteracidn
metab6lica subsiguiente a la disminucidn de la vitamlna Bl2
objetivada en algunos de ellos.

Sin embargo, hubo dos limitaciones metodolbgicas
importantes ya que el nimero de linfocitos B disponibles para
108 ensayos funcionales tras los diversos procedimientos de
purificacidén fue siempre escaso y, ademds, que el nimero de
células de la poblacidn monocitaria contaminando esta
subpoblacibn oscild alrededor del 40%. Aungue en la literatura
abundan las publicaciones con este grado de pureza nosotros
consideramos que para establecer conclusiones -firmes es
fundamental trabajar con porcentajes mas altos {superiores al
90%) de las células objeto de estudio, al menos en ios sistemas
y con los propbdsiteos que nosotros pretendiamos. Es necesario
mejorar el método para poder extraer conclusiones definitivas
en este terreno.

V.- _AN DEL E DIQ DB LA ACTIVIDAD .

por Gltimo, estudiamos 1a actividad citotbxica
esponténea de los pacientes con gastritis crénica autoinmune
y anemia perniciosa mediante un ensayo de liberacifn de cromo~
51 utilizando células K-562 como dianas y las CMSP como

t;.efectcaras"Ism .
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ta actividad NK de los pacientes con anemia
perniciosa no tratada con vitamina Bl2 fue significativamente
inferior al resto de grupos y controles sanos. En base a la
normalidad porcentual de la poblacién NK de estos pacientes,
podemos afirmar que la disminucibén de la actividad NK no
depende de una alteracidn cuantitativa de £&stas, sino de un
trastorno en sus procesos de reconocimiento y unidn a la célula
diana y/o en las subsecuentes fases moleculares de lisis.

En el estudio de seguimiento de pacientes con anemia
perniciosa observamos una actividad NK disminuida tanto antes
como al inicio de la terapelitica con vitamina B12. Sin embargo,
al cabo de seis meses de tratamiento se normaliza, no
existiendo diferencias con respecto a los controles. Estos
datos, a diferencia de lo observado con linfocitos T, sugieren
que la disminucidén de la actividad NK viena determinada por un
trastorno metab&lico derivado de la deficiencia de vitamina B12
mis gue por un problema intrinseco de las células NX.

Existen diversas evidenclias gue sugleren que las
célulag WK pueden jugar un importante papel en la homecstasis

de la hematopoyesis®®

. En experimentos realizados en humanos
se ha objetivado gque las células NK pueden inhibir, “in vitro".
la formacién de colonias tanto mieloldes como eritroides. Sin
embargo, es evidente que esta propiedad de las cé&lulas NK no
interviene en el desarrollc de ia anemia de los pacientes con

anfermedad autoinmune gastrica.

Por otra parte, las células NK se han implicado en la
vigilancia del sistema inmune frente a neoplasias e
infecciones™ . En pacientes tumorales se ha objetivado una
disminucidn de la actividad NK de las células mononucleares de
sangre periférica asociada con la progresidn local y
diseminacién de la enfermedad®™® ™ agi mismo, se ha detectado
un  incremento de infecciones virales, principalmente
herpéticas, en un paciente sin cédlulas NK'™, sin embargo,
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tanto en el grupo de pacientes con anemia perniciosa no
tratada, en &l que se detectd una actividad NK disminuida, como
en el resto, no hemos observado un incremento de infecciones
virales ni el desarrolleo de ningiin tumor en el periode de
seguimiento realizado.

Por lo tanto, en nuestro trabajo se demuestra gue en
log pacientgs con gastritis crénica autcinmune existe una
alteracién funcional del sistema inmune, detectable a nivel de
poblacidén linfoide T. En estas c¢&lulas se observa una
deficiente respuesta en la via principal de activacién ¥y
proliferacidén linfocitaria que es 1a’ dependiente de
interleucina-2. Teniendo en cuenta gue en &l mantenimiento de
la autorreactividad fisioclégica del sistema inmune e8 emencial
su complementariedad interpa, la recirculacién linfocitaria y
la indemnidad de los mecanismozs que regulan la activacién,
proliferacifn y maduracifn de estas células, se puede sugerir
que las anomalias funcionales de los linfocitos T cbjetivadas
en los pacientes con gastritis crénica autoinmune extén
implicadas en la patogénia de la lesidédn tisular- gastrica ,
caracteristica de este proceso. Este hallazge, a nivel
sistémico, de alteraciones linfocitarias en una entidad
nosolégica con manifeataciones clinicas predominantes en un
dnico érgano, refuerza la visidn sistémica de las enfermadades

autoinmunes.
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CONCLUSIONES
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La proporcidn de las distintas poblaciones de células
mononucleares de sangre periférica (linfocites T,
linfocitos B, monocitos y células HNK) es normal en los
pacientes afectos de anemia perniciosa tanto antes como
durante el tratamiento con vitamina Bl2. £in embarge, en
log enfermos de gastritis crénica awtoinmune sin anemia
perniciosa se observa un aumento de la poblacién CD2+ CD3-

al igual que en los pacientes del grupo de sequimiento
tratados con vitamina B12 durante & meses. El porcentaje
de las subpoblaciones de linfocitos T, CD4+ y CDB+, asi

como su coclente, es similar al determinado en los
controles,

La sintesis de DNA por las CMSP y por los linfocitoz T
purificades tras estimulo con fitohemaglutinina fue menor
en los grupos de pacientes de gastritis orfnica autoinmune
y anemia perniclosa, sin observar diferencias entre ellos,
que en el de individuos sanos. En los pacientes cuyas CMSP
¥ linfocitos T hipoproliferaron con fitohemaglutinina, se
observé una respuesta proliferativa disminuida tras
estimule con anti-CD3 y normal ante los é&steres del
forbol. Es resefiable, sin embargo, gque transitoriamente
y precozménte durante el tratamiente con vitamina B1l2
parenteral se objetiva la normalizacién de la respuesta
blastogénica de linfocitos T,

La sintesis de interleucina 2 por los linfocitos T de los
pacientes con gastritis crénica autoinmune y anemia
perniciosa, en cualquiera de los tres grupos, es normal,
asi como la expresién de la cadena p55 de su receptor.
Ademdsa, la adicién da dicha linfocina no es capaz de
revertir la hipoproliferacién que dichas células presentan
an praesencia de fitohemaglutinina.

La respuasta blastogénica de los linfocitos B de los
paclentes es normal tras el estimule proporcionado por
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diversos nitdgenos policlonales (Sac, interteucina-32
recombinante, sobrenadantes con actividad BCFG), an
cualquiera de los tres grupos analizados de gastritis
crénica autoinmune y anemia perniciosa, con respecto a los
individuos controles,

La actividad citotdxica espontdnea de los paciaentes de
anemia perniciosa no tratades con vitamina Bl2 ests
disminuida. Sin embargo, se encuentra nermal en los
enfermos de anemla perniciosa tratados con vitamina B12
Yy de gastritis crénica autoinmune sin anemia perniciosa.
En el estudio de seguimiento se observa una normalizacidn
tardfa de la actividad NK tras tratamiento con vitanina
B12,
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