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Aplicacion de la inmunologia en el diagnéstico clinico.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definié la inmunologia como una disciplina
que trata del estudio, diagndstico y tratamiento de pacientes con enfermedades causadas por
alteraciones de los mecanismos inmunologicos y de las situaciones en las que las
manipulaciones inmunoldgicas forman una parte importante del tratamiento y/o de la
prevencion. La especialidad de inmunologia incluye el estudio de las enfermedades en las
que los mecanismos inmunitarios no actan adecuadamente, bien sea por razones genéticas
0 adquiridas, como las inmunodeficiencias, o debido a otras causas intrinsecas al sistema
como puede ser la transformacion neoplésica de células del sistema inmunitario, la actuacion
anomala de anticuerpos especificos y/o linfocitos sensibilizados, u otros sistemas efectores
asociados, todo lo cual produce como resultado lesiones tisulares en el hospedador. También
se ocupa la Inmunologia de las situaciones en las que las lesiones pueden ser el resultado de
la accion del sistema inmunitario en la defensa contra microorganismos o durante el rechazo
de alojamiento de trasplantes y transfusiones. Por Gltimo, la especialidad de Inmunologia
abarca asimismo el uso de la inmunoterapia o tratamiento de base inmunoldgica, trasplante
y, mas recientemente, de protocolo de terapia celular y génica.

Inmunoterapia.

En estos ultimos afios, el uso de las técnicas de biologia y genética molecular ha
permitido aumentar enormemente nuestro conocimiento de los eventos moleculares que
participan en la respuesta inmune, asi como en los procesos de tolerancia y anergia que
son esenciales para el éxito de los trasplantes. Todo esto ha conducido a un aumento
explosivo de estudios tanto en animales como en humanos, orientados a la busqueda de
nuevas estrategias inmunoterapéuticas basadas en el bloqueo de la sefializacion a través
de moléculas co-estimulatorias. Ello abre la perspectiva de una tolerancia inmunolégica
antigeno-especifica, en vez de la inmunosupresién generalizada que producen las drogas
inmunosupresoras.

Trasplante: Bloqueo del sistema CD28/B7. Este capitulo se inici6 en 1986 con el
descubrimiento de una glicoproteina presente en la superficie de los linfocitos T
humanos, la cual fue denominada T90/44 (CD28). El gen que codifica para el CD28 fue
clonado y secuenciado un afio después, revelandose que el CD28 es una glicoproteina
implicada en la activacion de los linfocitos T. Estudios de adhesion celular demostraron
que el ligando del CD28 era un antigeno de activacion presente en la superficie de los
linfocitos B, denominado B7 (B7.1, CD80). En esta misma época se identificd en ratones
un gen que codificaba una proteina presente en linfocitos T citotoxicos, razén por la que
se denomind CTLA4 (por cytotoxic T lymphocyte antigen-4). Su equivalente humano fue
subsecuentemente identificado y clonado, reveldandose que el CTLA4 es una proteina
presente en la superficie de los linfocitos T activados y cuyo ligando natural es el B7, el
mismo del CD28. Mas tarde, se descubrié una segunda molécula en la superficie de los
linfocitos B que se unia tanto a CD28 como a CTLA4, por lo cual fue denominada B7.2
(CD86). Los estudios funcionales demostraron que el CD28 y el CTLA4 son muy
importantes en el inicio y el término de la respuesta inmune, respectivamente. Asi, al
inicio de la respuesta inmune mediada por el TCR, la unién del CD28 del linfocito T al



B7.1y B7.2 de la célula presentadora de antigeno constituye una segunda sefal esencial
para la induccion de una respuesta inmune. Luego, el CTLA4 cuya expresion aumenta
significativamente tras la activacion de los linfocitos T, se uniria al B7.1 y B7.2 dando
como resultado la generacion de una sefial inhibitoria que conduciria al término de la
respuesta inmune, presumiblemente debido a una detencion del ciclo celular y de la
produccion de IL-2. La hipotesis de que el CTLA4 es un regulador negativo de la
respuesta inmune se demostré en forma elegante con la generacion de un ratén
deficiente en CTLA4, el cual desarrollé una enfermedad linfoproliferativa y autoinmune,
sugiriéndose que el CTLA4 es esencial para la homeostasis inmunoldgica y para la
regulacién de los linfocitos T autoreactivos en la periferia. Todos estos estudios
permitieron postular que el bloqueo del sistema CD28/B7, en especial de los linfocitos T
activados antigeno-especificos, podria ser una herramienta terapéutica util en el
trasplante de tejidos y drganos alogénicos; es decir, entre individuos inmunoldgicamente
diferentes pero de una misma especie.

Inmunoterapia: anticuerpos anti-CD25. Un agente inmunosupresor ideal en trasplante
deberia selectivamente inactivar sélo aquellos linfocitos T que estan destinados a
participar en la reaccion inmune de interés. Una de las moléculas de mayor interés en
la inmunosupresion especifica es el receptor de la IL-2 (IL-2R) debido a que su expresion
es un evento critico en la activacion de los linfocitos T aloreactivos. El IL-2R esta
compuesto por tres proteinas, denominadas a (IL-2Ra, Tac, CD25), B (IL-2RB, CD122)
y v (IL-Ry, yc, CD132). Los estudios se dirigieron hacia la subunidad IL-2Ra debido a que
ésta se expresa sélo en linfocitos T activados y a que su asociacion con las subunidades
IL-2RB y IL-2RylIda lugar a la formacion del receptor de alta afinidad para la IL-2.

Artritis Reumatoide: Bloqueo de la accion del TNF-a. La artritis reumatoide (AR) es una
enfermedad autoinmune sistémica de etiologia desconocida caracterizada por
inflamacion cronica y destruccidén articular. En estos ultimos afos, se han logrado
precisar algunos de los efectos que tienen los linfocitos, macrogafos, sinoviocitos y
citoquinas pro-inflamatorias en la AR. El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) ha
resultado ser un mediador muy importante en la AR ya que se ha demostrado que es
capaz de inducir estimulacién de la produccion de otras citoquinas pro-inflamatorias,
estimulacion de la liberacién de enzimas que degradan la matriz articular y aumento de
la expresion de moléculas de adhesidon en las células endoteliales. El conocimiento de las
acciones del TNF-o, ha dado paso al surgimiento de una serie de trabajos orientados a
la construccion, mediante técnicas moleculares e inmunoldgicas, de moléculas que
puedan antagonizar el efecto del TNF-a en AR. Uno de los enfoques dado a esta
estrategia, fue la fabricacién de una proteina de fusidn recombinante que consistia en
dos moléculas del receptor tipo II para TNF-a unidas a la region constante (Fc) de una
inmunoglobulina. Otro de los enfoques usados fue la fabricacion de un anticuerpo
monoclonal humanizado anti-TNF-a, que consistia en una inmunoglobulina humana en
la cual las regiones hipervariables anti-TNF-a eran de ratén. Ambas proteinas son
capaces de unirse al TNF-a e inhibir su accion in vitro. Los estudios clinicos controlados
en pacientes con AR activa refractaria, demostraron que el tratamiento con estas
moléculas de fusion redujo significativamente la actividad de la enfermedad. Debido al
gran efecto demostrado en la induccion de mejoria clinica en los pacientes con AR, este
tratamiento fue aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos
(US FDA).

Aproximacion de laboratorio en el estudio de enfermedades autoinmunes.



Anticuerpos anti nlcleo-citoplasmaticos (ANA).

Son auto-anticuerpos dirigidos contra componentes nucleares: dsDNA, histonas y
ribonucleoproteinas. Son muy sensibles en la pesquisa de patologias autoinmunes, pero poco
especificos; encontrandose positivos en distintas enfermedades e incluso, en pacientes sanos.

La técnica de eleccidn para su estudio es la inmunofluorescencia indirecta (IFI) en células
HEP-2, observandose distintos patrones de tincion fluorescente. Estos patrones orientan a la
estructura celular afectada y a distintas patologias autoinmunes. Del mismo modo, se efectua
una dilucion seriada de la muestra (titulacion), con el fin de determinar de forma indirecta la
cantidad de auto-anticuerpo presente.

Anticuerpos anti DNA de doble hebra (Anti dsDNA).

La medicion de estos auto-anticuerpos se utiliza en la evaluacion y manejo de pacientes con
lupus eritematoso sistémico (LES). Estan dirigidos contra el DNA de doble hebra (nativo),
el cual esta presente en el nucleo celular. Su presencia se puede sospechar al tener ANA
positivo patron nuclear homogeéneo y su deteccidn en forma dirigida se puede realizar por
varias técnicas.

Radioinmunoensayo (Farr): estdndar de oro, permite detectar anticuerpos de alta afinidad
mediante radioactividad. Tiene una alta sensibilidad y especificidad, pero es un método caro
y potencialmente peligroso para el operador. En la actualidad las dos técnicas més utilizadas
son: Inmunofluorescencia indirecta (IFI) en Crithidia lucilaey ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay). La IFI en Crithidia lucilae, hemoflagelado unicelular, muestra
tincién del quinetoplasto que corresponde a una estructura celular que sélo contiene dsDNA.
Esta técnica es comparable en sensibilidad y especificidad al ensayo de Farr.

Anticuerpos contra antigenos extractables del nicleo (ENA)

Son auto-anticuerpos contra proteinas no histonas, asociados a RNA; generalmente en el
nacleo. Debido a la localizacién de estos antigenos, suelen relacionarse a distintos patrones
de ANA en inmunofluorescencia. EI nombre ENA, deriva de que estos antigenos pueden
extraerse con soluciones salinas de baja fuerza ionica. EI examen se divide en
dos: screening (tamizaje) y profile (perfil); ambos se realizan mediante técnica de ELISA.
Otras técnicas disponibles son inmunoblot, blot en linea y citometria de flujo.

Anti SM (sn-RNP, spliceosoma): Este anticuerpo da un patrén nuclear moteado (a veces
homogéneo) en los ANA. Su principal asociacion clinica es con LES, pues esta presente en
15 a 30% de los casos, con especificidad cercana a 100%. Se asocia a mayor actividad y
severidad de la afectacion renal, pero no desaparece cuando el paciente entra en remision.
Puede preceder la aparicion de los sintomas de LES 6 meses a 1 afio. EI 80% de las ocasiones,
se encuentra asociado al anticuerpo anti RNP (ribonucleoprotreinas), ya que ambos
comparten epitopos.

Anti-RNP o Anti-SM-RNP (Anti-ribonucleoproteina): Este anticuerpo da un patron moteado
en los ANA vy su principal epitopo reconocido es Ul. Se encuentra en casi 100% de los




pacientes con enfermedad mixta del tejido conectivo. También puede estar presente en un
25-47% de los pacientes con LES, en un 24% de los pacientes con polimiositis o
esclerodermia, en un 2-4% de los pacientes con esclerosis sistémica y en un porcentaje menor
en aquellos con fendmeno de raynaud.

Anti-SSA (Ro): Puede dar un patron nuclear moteado fino en los ANA, pero en caso de
ausencia de positividad ANA, no se puede descartar su presencia. Este anticuerpo se dirige
contra dos proteinas distintas: Ro52 y Ro60. En un 50% de los casos se encuentra asociado
a Anti-SSB (La). Su importancia radica en la alta asociacion con sindrome de Sjogren, ya
que esta presente desde un 60 a 97% segun la cohorte estudiada, ademas puede aparecer
cuatro afos antes de los sintomas del sindrome de Sjogren.
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