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ABREVIATURAS

AA: Enfermedad de Adisson de etiologia
autoinmune, pacientes con.

7-AAD : 7 -Amino Actinomicina D.

AcMo: Anticuerpo monoclonal.

ACTH: Corticotropina.

ADDC: Citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos.

ADH: Hormona antidiurética.

AET: 2  aminoetilisotio uranio  bromidio
ortofenilfosfato.

Ag: Antigeno.

AMP, : Adenosin monofosfato ciclico.

AT: Enfermedad de Addison de etiologia
tuberculosa, pacientes con.

B7: Ligando de CD28.

BCDF: Factor de diferenciacién de los linfocitos B.
BCGF: Factor de crecimiento de los linfocitos B.
BCR: Receptor de células B,

BSF: Factor estimulador de los linfocitos B.

C: Controles.

CBG: Proteina transportadora de cortisol.

CD: Grupo, cluster, de antigenos de diferenciacion.
CMNSP: células mononucleares de sangre
periférica.

CMYV: Citomegalovirus.

cpm: Cuentas por minuto.

CRF/CRH: Factor liberador de corticotropina.

CSF: Factor estimulador de colonias.

CSIF: Factor inhibidor de la sintesis de citocinas,
Interleucina 10.

DG: Diacilglicerol.

DHEA y DHEAS: Dehidroepiandrosterona y su
forma sulfatada.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

ev: Virus end6geno.

Fase G,: Fase de reposo tras la mitosis en el ciclo
celular.

Fe: Fragmento cristalizable de las inmunoglo-
bulinas.

FcR: Receptor para el fragmento cristalizable de las
inmunoglobulinas.

FSC: Suero bovino fetal.

FITC: Isocianato de fluoresceina.

FSH: Hormona foliculoestimulante.

GH: Hormona de crecimiento.

HHA: Eje hipotdlamo-hipofiso-adrenal.

HLA-A, By C: Antigenos asociados a las moléculas
de histocompatibilidad de clase I codificadas por los
loci A, B y C del MHC humano.

HLA-DR, DP y DQ: Antigenos asociados a las
moléculas de histocompatibilidad de clase IT que son

codificadas po tres loci diferentes ubicados en la
regién D del MHC humano.

HSP: Protefnas generadas por acci6n del calor.
*H-Thy: Timidina tritiada.

ICAM: Molécula de adhesién intracelular.

IFN: Interferén.

Ig: Inmunoglobulina.

IL: Interleucina.

IP: Inositol fosfato.

KDa: Kilodalton.

LAF: Factor activador de los linfocitos, I.-1.
LES: Lupus eritematoso sistémico.

LFA: Antigeno de funcién linfocitaria.

LPH: Lipotropina.

LPS: Lipopolisacérido.

M: Mujer.

MBP: Proteina bésica de la mielina.

MHC (SPH): Complejo Mayor de Histo-
compatibilidad.

MRL/Mp-lpr Ipr: Ratones que desarrollan una
enfermedad similar al LES humano.

mRNA: Acido ribonucleico mensajero

MSH: Hormona melanotropa.

N, ( NH;): Amino.

NAF-1: Factor activador de neutr6filos.

NK: Actividad citéxica natural , natural Killer.
NWL: Cepa de pollos White Leghorn.

OPD: Ortofenilfosfato.

O8: Cepa de pollos obese strain.

p: Probabilidad de que la hip6tesis nula sea cierta.
PBS: soluci6én tamp6n de fosfato.

PCD: Muerte celular programada.

PE: Ficoeritrina.

PerCP: Peridinin clorofila protefna.

PHA: Fitohemaglutinina.

PI: ioduro de propidio.

PK: Proteinquinasa.

PKC: Proteinquinasa C.

PMA: Forbol miristato acetato.

POMC: Propiomelanocortina.

r: Recombinante,

R: Receptor.

s: Significativo.

SGOT (ASAT): Aspartato aminotransferasa.
sIg: Inmunoglobulina de superficie.

SSF: Suero salino fisiolégico.

sR: Receptor soluble.

RNA: Acido ribonucleico.

RP: Respuesta proliferativa.

TC: Tomografia computadorizada.

TCR:,Ti: Receptor para el antigeno de los linfocitos
T.
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TGEF: Factor transformante del crecimiento.
Thy: Linfocito T cooperador de clase 1.

Th;: Linfocito T cooperador de clase 2.
TNF: Factor de necrosis tumoral.

TRH: Factor hipotaldmico estimulador de la.

liberacion de tireotropina.

VCAM: Molécula de adhesién celular vascular.
VLA: Molécula de adhesién de la familia de las
integrinas 1.

vol, v: volumen.
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Demonstrar € a forma mais incomoda de crer. Todo o raciocinio comega numa crenga e

acaba numa crenga. Comega na crenga no racioinio e acaba na crenga nas conclusdes do
raciocinio.

Fernando Pessoa

"Con motivo de un incendio, a consecuencia de un rayo, el fraile relojero suftié un
accidente; a partir de este accidente le cargd al fraile una fuerte melancolia; mudosele el rostro
extrafiamente y mudo el color de blanco en pardo triste; salieronle unos lunares negros; vivié
otros tres afios, poco mas o menos, y, al fin muri6 casi sin que se echase de ver".

Fray José de Sigiienza.
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ENFERMEDAD DE ADDISON

Bajo el titulo "On the constitutional and local effects of disease of the supra-renal
capsules" Thomas Addison describi6 en 1855 las manifestaciones clinicas, la historia natural y los
hallazgos de autopsia de la enfermedad que un afio después y por sugerencia de Armand
Trousseau cambiaria su nombre inicial de "Enfermedad bronceada" por el de "Enfermedad de
Addison".

Constituye un proceso morboso poco frecuente causado por la deficiencia de hormonas
adrenocorticales que se produce ante un fallo primario de la glandula adrenal.

Se ha estimado una prevalencia de 20 a 60 casos por millon de habitantes en Europa y
Norteamérica, con mayor incidencia en la cuarta década de la vida y mas frecuente en mujeres
(Nerup 1974; Bigazzi y cols., 1985). En el estudio realizado en Espafia por Garcia Pascual y
cols. sobre una poblacion estimada de 400.000 habitantes refieren una prevalencia de 10 casos
por 100.000 (Garcia Pascual y cols., 1990).

Etiopatogenia

La destruccion de la glandula adrenal

puede ser debida a distintas causas (Tabla I). Tabla L Etiologia de la insuficiencia adrenal

rimaria,
Las tres mas comunes son la adrenalitis Idiopatica/autoinmune 75%
. . . 0,
autoinmune, las infecciones y la enfermedad Tuberculosa (20%)
. . Metéstasis
metastasica. Con menos frecuencia se Vascular
produce fallo adrenal de forma secundaria a Hemorragia adrenal: sepsis, anticoagulantes,
. . coagulopatia, traumatismo, cirugia, embarazo,
farmacos o hemorragia y en raras ocasiones neonato
se debe a procesos infiltrativos. Las tres Infarto: trombosis, arteritis, embolismo.
Inducida por farmacos:
zonas de la corteza estan afectadas y no aminoglutetimida, mitotane, ketoconazol, etomidato,
aparecen sintomas ni signos hasta que ha acetato de ciproterona.
. . . Infecciones por hongos:
sido destruido al menos el 90% del tejido. histoplasmosis, blastomicosis, candidiasis, coccidio-
La forma ‘“idiopatica" (atrofia micosis, forulosis. .

. . . Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.
adrenal autoinmune, adrenalitis autoinmune, Adrenoleucodistrofia, adrenomieloneuropatia.
adrenalitis linfocitica) es actualmente la Sarcoidosis

. . Hemocromatosis
causa mas comun de fallo adrenal primario, Amiloidosis
representa aproximadamente el 75% de los Linfoma .
Cirugia. Adrenalectomia bilateral.
casos. Sera detallada en el apartado de Hereditaria: hiperplasia adrenal hipoplasia,
aspectos autoinmunes de la enfermedad de déficit familiar de glucocorticoides.

Addison (vide infra).
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La etiologia tuberculosa, que fue la mas comun hace afios, representa en la actualidad
alrededor del 20% de los casos, teniendo maés incidencia en paises donde es mas frecuente la
tuberculosis. Se acompafia en general de afectacion a otros niveles, sobre todo pulmén y aparato
genitourinario. La destruccién de la médula adrenal que tiene lugar en esta etiologia podria
explicar la existencia de sintomas ortostaticos. Suele desarrollarse con mayor rapidez que la
forma autoinmune.

Con frecuencia las glandulas suprarrenales son sitios de localizacion de metéstasis. En
algunos casos no se diagnostica su afectaciéon ya que los sintomas de insuficiencia adrenal se
atribuyen a la enfermedad primaria. Suele producirse s6lo un déficit parcial lo que obliga a
valorar su funcién en pacientes con cancer y evidencia de aumento de tamafio de estas glandulas
en la tomografia computadorizada (TC).

Las tres causas de hemorragia adrenal son la septicemia fulminante, la anticoagulacién y
el traumatismo. Cuando es debida a sepsis recibe el nombre de sindrome de Waterhouse-
Friederichsen y se describi¢ asociado a Neisseria meningitidis aunque puede presentarse por
infeccion por otros gérmenes. El cuadro cursa con hipotension que evoluciona a shock, diatesis
hemorrégica, a menudo con purpura, insuficiencia adrenal de ripida instauracién y muerte en
muchas ocasiones. En los casos que el individuo sobrevive, el déficit adrenal queda establecido
de forma definitiva.

En pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida, la insuficiencia adrenal puede
producirse por infeccion por citomegalovirus (adrenalitis necrotizante por CMV) o por
Mycobacterium avium intracellulare, mas raramente por criptococo y sarcoma de Kaposi
(Glasgow y cols., 1985). Los tratamientos con ketoconazol, fenitoina, opidceos y rifampicina
pueden potenciar o causar fracaso adrenal. En la mayoria de los casos no existen manifestaciones
clinicas pero con frecuencia las pruebas de funcién adrenal son anormales.

La adrenoleucodistrofia y la adrenomieloneuropatia son enfermedades caracterizadas por
disfuncion neuroldgica progresiva e insuficiencia adrenal primaria. Se heredan con caracter
autosomico recesivo, ligado al cromosoma X. Son debidas a una alteracion del metabolismo
lipidico que da lugar a un acimulo de 4cidos grasos saturados, ésteres de colesterol y
ganglidsidos en el cerebro, en la adrenal y en otros 6rganos (Moser y cols., 1984).

Fisiopatologia

El descenso en la produccion de cortisol a nivel del cortex adrenal provoca un menor
Jeed-back negativo a nivel del hipotalamo y de la hipdfisis dando lugar a una mayor liberacion de
péptidos derivados de propiomelanocortina (POMC): ACTH, betalipotropina (BLPH), beta
endorfina y el fragmento NH, terminal. El aumento de ACTH estimula a la adrenal residual
manteniendo al principio niveles de cortisol suficientes que van disminuyendo cuando la
enfermedad progresa.

La disminucion de los niveles de mineralcorticoides provocan pérdida de sodio y

retencion de potasio. La hiponatremia produce liberacion de renina y produccion de angiotensina
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I que, junto con el potasio, estimulan la capa glomerulosa restante para producir mas
aldosterona. Pero también este mecanismo resulta insuficiente segin progresa la destruccion
adrenal.

Cuando el desarrollo de la enfermedad es gradual existe una fase caracterizada por una
secrecion basal de cortisol normal pero con incapacidad para responder al estrés que se conoce
como reserva adrenal disminuida. En general existen pocos sintomas, pero en muchos casos
puede observarse hiperpigmentacion e hipotension ortostatica.

Clinica

Los sintomas y signos dependen de la velocidad y grado de pérdida de la funcién adrenal.
En la mayoria de los casos el comienzo es insidioso y gradualmente progresivo, y en muchas
ocasiones no se diagnostica hasta que una situacidn de estrés intercurrente desencadena la
aparicion de una crisis. En la idiopatica, la enfermedad puede ir precedida de una largo periodo
de deterioro adrenocortical subclinico, caracterizado sélo por la presencia de autoanticuerpos
adrenales (Ketchum y cols., 1984).

Aparecen sintomas constitucionales tales como astenia, debilidad progresiva y
generalizada, fatigabilidad, lasitud, anorexia y pérdida de peso. La hipotensién est4 presente en el
80-90% de los casos y en casi todos los pacientes existe ortostatismo que puede ser moderado
o severo, pero a diferencia del que aparece en la neuropatia autonémica suele mantenerse el
aumento de frecuencia cardiaca. La sed de sal, a veces con ingestion masiva, es una caracteristica
en algunos enfermos.

La hiperpigmentacion es evidente en la mayoria, pero no en todos los casos de
insuficiencia adrenal primaria (Barnett y cols., 1982). Se debe al aumento de melanina en la piel,
que se produce por el estimulo que provocan los niveles aumentados de POMC sobre los
melanocitos, aunque no esta claro si son el ACTH, la LPH, o una combinacién de ambos los
responsables. La coloracion oscura es generalizada pero mas marcada en zonas fotoexpuestas
como la cara, el cuello y el dorso de las manos; también en zonas sometidas a traumatismo,
friccién o presiéon como los hombros, las rodillas o los codos. En la boca aparecen en la cara
interna de los labios y a lo largo de la linea de oclusion dentaria, a veces también bajo la lengua y
en el paladar duro. Las cicatrices que se producen durante el desarrollo de la enfermedad quedan
hiperpigmentadas para siempre, pero mantienen una coloracion normal las que tienen lugar con
anterioridad o una vez iniciada la sustitucion esteroidea. La hiperpigmentacion disminuye de
forma marcada tras semanas o pocos meses de tratamiento adecuado. En los pacientes con
fracaso adrenal de origen autoinmune puede asociarse también vitiligo.

Los sintomas gastrointestinales aparecen en el 50% de los pacientes. Consisten en
nauseas, a veces voOmitos, dolor abdominal y diarrea que puede alternar con estrefiimiento. No
se conoce el mecanismo por el que se producen; se ha observado un retraso del vaciamiento

gastrico y esteatorrea (Tobin y cols., 1989) y se piensa que estan relacionados con el déficit de
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cortisol dada la rapidez con la que desaparecen una vez iniciado el tratamiento con
hidrocortisona.

En la mayoria de los pacientes con enfermedad severa o de larga duracién aparecen
sintomas psiquiatricos (Leigh y Kramer, 1984) y en ocasiones preceden a otras manifestaciones
clinicas. Pueden presentarse como un sindrome organico cerebral, depresién endégena o
psicosis. La mayoria de estos sintomas desaparecen en pocos dias, cuando se inicia el
tratamiento, aunque la psicosis puede persistir durante meses.

Pueden aparecer mialgias difusas y artralgias. Con menos frecuencia se producen
contracturas en extremidades y se han descrito algunos casos de neuromiopatia hipercaliémica
con cuadriplejia flaccida ascendente. Debido a la pérdida de los efectos neoglucogénicos del
cortisol puede aparecer hipoglucemia, que es rara en adultos, mas frecuente en nifios y en la
insuficiencia adrenal secundaria. En mujeres a veces se observa disminucion del vello axilar y
pubiano y pérdida de la libido ya que la principal fuente de andrégenos es adrenal. Aparece
amenorrea en el 25% de los casos, secundaria a la existencia de una enfermedad crénica, a la
pérdida de peso o a la presencia de un fracaso gonadal autoinmune (Irvine y Barnes, 1972); en
raras ocasiones cursa con pubertad precoz. En algunos casos tiene lugar calcificacion de los
cartilagos auriculares y se ha descrito una mayor frecuencia de caries. Puede ocurrir
esplenomegalia e hiperplasia de tejidos linfoides, sobre todo la amigdala (Burke y cols., 1985).
Ademas pueden asociarse los sintomas del proceso causal, y en la forma idiopatica los de otras
enfermedades autoinmunes.

La crisis adrenal o insuficiencia adrenal aguda Se presenta como un cuadro de shock
en un paciente que no habia sido diagnosticado y que sufre una situacién de estrés como una
infecci6én, traumatismo, cirugia o deshidratacion. Puede aparecer también en casos de
insuficiencia adrenal conocida cuando no se aumenta el tratamiento con corticoides durante una
enfermedad intercurrente, o el paciente presenta vomitos y no puede retener la medicacion.
También se observa tras infarto adrenal bilateral asociado con hemorragia, embolia o sepsis o
mas raramente tras trombosis de la vena adrenal por traumatismo en la espalda. Ademas del
shock aparecen anorexia, nauseas, vomitos, dolor abdominal, debilidad, fatiga, letargia,
confusion o coma. Con frecuencia existe fiebre que cuando se asocia con dolor abdominal puede
confundirse con un cuadro de abdomen agudo. Lo que precipita la crisis es el déficit de
mineralcorticoides y no el de glucocorticoides ya que ésta puede ocurrir en pacientes que toman
dosis suficientes de glucococorticoides si los mineralcorticoides no han sido adecuadamente
sustituidos (Jacobs y cols., 1988).

Diagnéstico

Las anomalias electroliticas tipicas de la enfermedad son la hiponatremia y la
hipercaliemia, y apareéen en el momento del diagndstico con una frecuencia de 88% y 64%
respectivamente (Nerup y cols., 1974). Son debidas a la pérdida del efecto de la aldosterona en
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el manejo renal de estos iones y a la falta de accion de los glucocorticoides sobre la bomba
sodio-potasio que mantiene el gradiente normal entre el espacio intra y extracelular.

La glucemia basal suele encontrarse en el rango inferior de la normalidad pero puede
haber hipoglucemia de ayuno y en menos ocasiones postprandrial (Irvine y Barnes, 1972). Asi,
ante un paciente con shock e hipoglucemia debe pensarse siempre en la posibilidad de una crisis
adrenal.

Puede existir una moderada acidosis hiperclorémica y un aumento de la relacién
nitrogeno/creatinina en sangre como resultado de una azoemia prerrenal debida a depleccion de
volumen y a una tasa de filtracién glomerular disminuida.

Existe hipercalcemia en el 6% de los pacientes (Nerup y cols., 1974), que puede ser
debida a hemoconcentracion y a un aumento de la reabsorcion tubular proximal de calcio y que
requiere tratamiento con corticoides para su correccion. Son comunes la linfocitosis relativa y la
eosinofilia moderada. Con frecuencia existe anemia que suele ser normocitica y normocrémica y
puede deberse a un efecto directo del déficit de glucocorticoides. Puede ser macrocitica en
pacientes con anemia perniciosa asociada y en algunos casos existe neutropenia. La aspartato
aminotransferasa (SGOT, ASAT) puede estar elevada corrigiéndose pocos dias después de
iniciar el tratamiento sustitutivo (Burke y cols., 1985).

Los niveles de cortisol en plasma pueden variar desde indetectables hasta el limite bajo de
la normalidad. La secrecion de aldosterona esta en general disminuida dando lugar a pérdida de
sal y depleccion de volumen lo que provoca un ascenso en los niveles de renina. Un aumento de
actividad de renina plasmatica con o sin disminucién de los niveles de aldosterona puede
aparecer en los estadios iniciales en pacientes con autoanticuerpos adrenales positivos sin clinica
manifiesta de enfermedad de Addison (Scherbaum y Berg, 1982; Ketchum y cols., 1984). Existe
disminucién de angiotensinogeno, pero la angiotensina II estd aumentada y, por su efecto
vasoconstrictor periférico, juega un importante papel en el mantenimiento de la tension arterial.
La dehidroepiandrosterona y su forma sulfatada (DHEA y DHEAS respectivamente) y la
androsterona estan disminuidas asi como la testosterona en mujeres, pero en hombres es normal.
El ACTH vy los otros derivados de POMC estan aumentados. La hormona antidiurética (ADH)
también esta elevada debido a deplecion de volumen y a la disminucién del umbral osmético para
su secrecion.

La concentracion de tiroxina es normal o baja y la TSH est4 a menudo elevada lo que
puede inducir a confusion. Por una parte debe tenerse en cuenta que el hipotiroidismo es mas
frecuente en los pacientes con enfermedad de Addison que en la poblacién general (Carpenter y
cols., 1964; McHardy-Young y cols., 1972; Nerup y cols., 1974) y la asociacién de ambos recibe
el nombre de sindrome de Schmidt. Por otro lado los glucocorticoides ejercen un efecto supresor
sobre la secrecion de TSH que es dosis dependiente (Nicoloff y cols., 1970) y se ha descrito el
retorno a la normalidad de las cifras de TSH tras el tratamiento sustitutivo en la enfermedad de
Addison (Topliss y cols., 1980; Burrows 1981; Farah y cols., 1982). Por tanto debe evaluarse la
funcién tiroidea pasado algun tiempo después de conseguir el tratamiento esteroideo adecuado
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(Topliss y cols., 1980) y debe tenerse en cuenta el intervalo de tiempo transcurrido entre la
tltima toma de esteroides y la extraccion de la muestra ya que puede haber cambios agudos en
los niveles de TSH (Ismail y cols., 1989). En ocasiones existe un ligero aumento de prolactina
con hiperrespuesta a TRH con o sin niveles elevados de TSH que se puede resolver con
tratamiento con glucocorticoides (Lever y McKerron, 1984; Styker y Molitch, 1985).

Pruebas de estimulo con ACTH. Son necesarias para el diagnéstico de insuficiencia
adrenal. El "test rapido de ACTH" es un método simple e indcuo para el estudio de la reserva
adrenal y es el procedimiento de eleccion para valorar a un paciente con sospecha de
insuficiencia adrenal bien sea primaria o secundaria. Se administran por via intravenosa 250 pg
de tetracosactrin, un derivado sintético de ACTH que contiene los primeros 24 aminoacidos de
la porcion N terminal de la molécula y se determina cortisol en plasma basal y a los 30 y 60
minutos. La respuesta "normal" supone un nivel de cortisol a los 60 minutos superior a 550
mmol/l (20pg/dl) (May y Carey, 1985). Si se obtienen estos niveles queda excluida la
insuficiencia adrenal primaria. Los pacientes con insuficiencia adrenal secundaria pueden mostrar
una respuesta plana a ACTH, respondiendo posteriormente cuando se realiza la prueba
prolongada que supone primaje de la glandula. El "test prolongado de ACTH" es necesario para
confirmar una insuficiencia adrenal primaria, lo cual requiere una falta de respuesta a esta prueba
y la existencia de niveles elevados de ACTH; sirve también para diferenciar la insuficiencia
primaria de la secundaria o la terciaria. Se administran 250 pg/dia de tetracosactrin por via
intravenosa de forma continua durante 48 horas, o bien en infusion de 8 horas durante tres dias
(Rose y cols.,, 1970). Mientras se realiza, debe utilizarse dexametasona como tratamiento
sustitutivo ya que no interfiere con la determinacion de cortisol.

Diagnéstico etiologico. Una vez establecido el diagnostico de enfermedad de Addison, el
paso siguiente es determinar la causa. Las exploraciones que tienen mayor rendimiento son el
estudio morfologico de las glandulas suprarrenales y la determinacion de anticuerppos
antiadrenales en suero mediante inmunofluorescencia indirecta (Halperin, 1993).

En la actualidad la TC sigue siendo la técnica mas adecuada para el estudio morfolégico
ya que ofrece una excelente definicion de tamafio, forma y estructura (Doppman y cols., 1982).
Podemos encontrar distintos patrones. Unas suprarrenales pequefias, en ocasiones dificiles de
visualizar, son caracteristicas de la enfermedad de Addison autoinmune o idiopatica. Sin
embargo, cuando ambas conservan su configuracién normal pero son de mayor tamafio y a
menudo con calcificaciones hay que pensar en un proceso granulomatoso y con mayor
probabilidad en la tuberculosis. Més tarde una vez que se controla la infeccién con el
tratamiento tuberculostatico el tamafio disminuye. La afeccidn metastatica suele cursar con un
tamafio mayor y la configuracion suele estar alterada con limites mal definidos con las
estructuras vecinas (Hussain y cols., 1985). En las formas hemorragicas se observan zonas
hiperdensas (Harsha y cols., 1989; Dunnick , 1990). Las calcificaciones aparecen con mayor
frecuencia en la tuberculosis, pero pueden ocurrir también en el caso de metastasis o hemorragia
y, a veces, en las infecciones por hongos, pero no estan presentes en la forma autoinmune.
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Los anticuerpos antiadrenales son marcadores muy especificos y sensibles de la
adrenalitis autoinmune (Sotsiu y cols., 1980). Al inicio del proceso se encuentran en el 85-90%
de los casos , pero esta frecuencia disminuye con el tiempo de evolucion de la enfermedad. Su
especificidad es casi del 100% de modo que su hallazgo descarta otras causas de enfermedad de
Addison (Ketchum y cols., 1984; Salviy cols., 1988).

Una vez confirmado que se trata de una enfermedad de Addison idiopatica debe valorarse
la posible existencia de otras endocrinopatias autoinmunes asociadas.

Tratamiento

En la actvalidad el tratamiento fundamental de la enfermedad de Addison es el
sustitutivo, que se realiza administrando 20 mg de hidrocortisona 6 25 mg de acetato de
cortisona en el desayuno y 10 mg del primero 6 12.5 mg del segundo en la merienda con objeto
de simular el ritmo circadiano normal y la elevacion de cortisol que ocurre tras la comida. Puede
también utilizarse 0.5 mg de dexametasona 6 5 mg de prednisona al acostarse, siendo a veces
necesaria en estos casos la administracion de 5 a 10 mg de hidrocortisona en las primeras horas
de la tarde. Normalmente se prefiere el tratamiento con hidrocortisona que es mas fisiologica y
no produce complicaciones en dosis adecuada ya que su potencia es superponible al cortisol
endogeno. Los ajustes de dosis deben realizarse de forma individual en funcién de los sintomas.
La causa mas frecuente de tratamiento insuficiente a pesar de la administraciéon de una dosis
adecuada es la diferencia de absorcion de cada paciente; ésta puede valorarse realizando una
curva de niveles de hidrocortisona en sangre obteniendo muestras en distintos intervalos de
tiempo tras la administracién de la dosis habitual. Posteriormente debe ajustarse manteniendo
unos niveles circulantes de cortisol a lo largo del dia adecuados, evitando los picos excesivos
después de cada dosis.

Esta indicada la sustitucion con mineralocorticoides si existe hipotension ortostatica o
anomalias hidroelectroliticas a pesar del tratamiento adecuado con glucocorticoides sin ser
necesaria en todos los pacientes, ya que la cortisona y la hidrocortisona producen en muchos
casos una cobertura suficiente. Se utiliza 9a-fluorhidrocortisona a dosis normalmente de 0.1 mg
al dia. El ajuste debe realizarse en funcion de los sintomas de hipotensiéon postural, de la
concentracion sérica de potasio y de la actividad de renina plasmatica. En algunas ocasiones
puede ser necesario aumentar la dosis en verano debido a la pérdida de sal por perspiracion.

Se debe adiestrar al paciente para duplicar la dosis en situacion de estrés, asi como para
la administracion parenteral si existen vomitos o diarrea. Es conveniente que utilicen brazaletes o
placas de identificacion donde conste el diagndstico y su tratamiento habitual. En caso de
cirugia, se requiere administracion de hidrocortisona por via intravenosa. En pacientes
embarazadas debe mantenerse el tratamiento sustitutivo, siendo necesario en algunas ocasiones
aumentar la dosis en el tercer trimestre. Durante el parto debe administrarse hidrocortisona por

via intravenosa.
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Siempre debe investigarse 1a posibilidad de enfermedad de base que requiera tratamiento
adicional. En algunos casos la causa es evidente, en otros puede pasar desapercibida al principio.
El tratamiento de la tuberculosis o de las infecciones por hongos, cuando son la causa, constituye
un escaloén fundamental en el manejo del paciente.

El tratamiento de la crisis adrenal consiste en la reposicion hidrica y la sustitucion
esteroidea. Debe valorarse la via aérea, la funcion respiratoria y el estado cardiovascular. Es
necesario asegurar una via de infusion adecuada; inmediatamente después debe instaurarse
reposicion con glucosalino a un ritmo de 500 a 1000 ml en la primera hora, completando hasta 4
a 6 litros en las primeras 24. La administracion de hidrocortisona por via intravenosa debe
iniciarse cuanto antes con 100 mg cada 6 u 8 horas en infusioén continua.

Si existe hiponatremia severa la mitad del déficit de sodio debe ser corregida en las
primeras 18 a 24 horas ya que una reposicion que suponga un aumento superior a 10 mEq al dia
de sodio puede provocar alteraciones neuroldgicas. Aunque exista una acidosis severa la
administracion de bicarbonato no suele ser necesaria. Normalmente tampoco es preciso
administrar mineralocorticoides, pero si no se consigue normalizacién de la tension arterial y del
desequilibrio hidroelectrolitico con la dosis adecuada de hidrocortisona, puede utilizarse acetato
de desoxicorticosterona (DOCA) a dosis de 10 mg por via intravenosa. Inicialmente deben
valorarse iones en sangre, equilibrio acido-base y glucemia cada dos horas. Ya que la crisis se
precipita a menudo por la existencia de una enfermedad intercurrente, se investigari esta
posibilidad y se tratara adecuadamente si se confirma. En general se produce estabilizacion
clinica en las primeras 48 horas y entonces debe iniciarse de forma paulatina la disminuciéon de
aporte de esteroides, asumiendo en cuanto sea posible el aporte por via oral de dosis de
mantenimiento.

10
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SISTEMA INMUNE

El sistema inmune constituye una compleja red estructural y funcional de multiples
células y moléculas cuya caracteristica biologica esencial es la capacidad de reconocimiento
especifico (Alvarez de Mon y Durantez, 1987).

Es junto con el nervioso uno de los sistemas biologicos méas complejos. Esta
complejidad hace referencia tanto al aspecto cuantitativo, como a la especificidad y
dinamismo de sus elementos.

Desde un punto de vista cuantitativo baste recordar que esta constituido por 2.1012
linfocitos (T y B) y de 10 moléculas de inmunoglobulinas y que estas Gltimas desarrollan
alrededor de 107 especificidades (Jerne, 1978).

Se trata de un sistema dinimico. Los elementos que lo contituyen se encuentran
distribuidos por la generalidad de 6rganos, tejidos y fluidos intersticiales, con un movimiento
continuo de células y anticuerpos por el torrente circulatorio, lo que multiplica la capacidad de
interaccion entre sus componentes. A este dinamismo circulatorio hay que afiadirle el que le
confiere la altisima tasa de recambio celular, turn over. Aproximadamente el 10-20% de los
linfocitos B y un pequefio porcentaje de los T mueren y desaparecen diariamente para ser
reemplazados por nuevas células linfoides procedentes de la médula dsea (Scollay y cols., 1980;
Freitas y cols., 1982).

La alta especificidad de los elementos celulares es una caracteristica inherente al sistema.
Esta conferida por la presencia en sus membranas de estructuras polimorficas que le permiten
interaccionar de forma precoz con el universo de moléculas existente en su entorno. Estas
estructuras son de tres tipos: Inmunoglobulinas (Ig) (Tonegawa, 1983), receptores de células T
(TCR) (Haskins y cols, 1984) y moléculas codificadas por el sistema mayor de
histocompatibilidad (MHC) (Klein y cols., 1983). Las dos primeros se expresan solamente en
linfocitos, mientras que las moléculas del MHC estan presentes en la mayoria de las células.
Como regla un linfocito expresa sélo una especificidad de Ig o de TCR, mientras que puede
expresar varios genes del MHC, al menos dos, los alelos paterno y materno (Klein y cols.,
1983).

Hoy en dia se sabe que la simple unién de un antigeno a uno de estos tres tipos de
estructuras es insuficiente para desencadenar una respuesta inmune especifica y que se requiere
la cooperacion entre ellos. Y también se acepta que la distincion entre lo "propio" y lo "no
propio" es, al menos en parte, debida a eliminacién de células autorreactivas durante su
desarrollo (Goodnow y cols., 1988; Kosaka y cols., 1989; Nossal y cols., 1989). Esta "seleccion
negativa" es también mediada por estas estructuras (Von Boehmer, 1988). Parece claro que el
reconocimiento de lo "propio" no es otro que la adquisicion de un estado de "tolerancia".

Minimos desajustes en el reconocimiento y cooperacion de estas estructuras darian lugar a lo
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que Erlich denominé horror autotoxicus (Erlich, 1900), pudiendo desencadenarse fenémenos
autoinmunes.

Mucho antes de que la primera molécula extrafia entre en contacto con el sistema
inmune, ya existen formas que la reconocen (Jerne, 1971). Este reconocimiento se genera al
mismo tiempo que se desarrolla el sistema inmune y reconocera como propio todo aquello que le
sea enfrentado durante la vida embrionaria. Parece claro que la intencion de este reconocimiento
de lo propio no es otra que la de adquirir un estado de "tolerancia", es decir, un estado en el
que el sistema inmune sea capaz de coexistir con el cuerpo sin atacarlo (Jerne, 1973).

Al menos tres mecanismos estan implicados en esta discriminacion entre lo "propio" y lo
"no propio". En primer lugar los linfocitos inmaduros que expresan receptores con alta afinidad
para los antigenos propios son eliminados cuando se desarrollan en sus 6rganos primarios, el
timo en el caso de los linfocitos T y la médula 6sea en los linfocitos B, donde estos antigenos son
presentados. Este proceso, denominado deleccion clonal, supone una muerte celular
programada (apoptosis) in situ. Las células potencialmente autorreactivas que escapan a la
deleccion clonal pasaran a ser controladas por mecanismos "periféricos", de tal forma que al
contactar con el antigeno podran ser silenciadas sin ser destruidas, a esto se ha denominado
anergia clonal. En un tercer nivel los linfocitos autorreactivos podrian ser funcionalmente
inactivados por otras células T o por anticuerpos, inmunosupresién. La inmunosupresién por
células T puede ser mediada por mecanismos no especificos, que no involucran al receptor
clonotipico de células T (TCR), o a través de interacciones orquestadas en términos de network
idiotipo-antiidiotipo. El término tolerancia comprenderia la suma de todos estos mecanismos
reguladores que previenen la autoinmunidad.

RESPUESTA INMUNE AL ANTIGENO

Las células accesorias captan el antigeno y lo procesan para presentarlo a las células T
en asociacion con moléculas de clase I 6 II del sistema mayor o principal de
histocompatibilidad (MHC, SPH). Las células T reconocen al antigeno presentado mediante
un receptor especifico, TCR 6 Ti. Las que responden a antigenos asociados con moléculas de
tipo I del MHC son CD8+ y las que se unen a antigenos presentados por moléculas de clase IT
son CD4+. Las células T se unen también por otros ligandos a moléculas accesorias (o
moléculas de adhesion). La union al complejo Ag-MHC da lugar a la activacion de la célula
T.

Las células T helper (Th) ayudan a mediar la respuesta inmune. En general se identifican
como CD4+, sin embargo también pueden ser CD8+ (Romagnani y cols., 1992). Se han descrito
diferentes subtipos de estas células caracterizados por el distinto patrén de citocinas que
producen tras activacion (Paul y Seder 1994). Aunque estos subtipos fueron identificados

inicialmente en clones de células T murinos existen en la actualidad cada vez mas
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datos que hacen pensar en su existencia en

raton, rata y humano (Liblau y cols., 1995). Tabla IL Patrones de produccién de citocinas.
Han sido definidos en ratén al menos Citocina Thl Th2
tres subtipos de Th: Thl, Th2 y ThO. El _producida
patrén de produccion del primer subtipo IL-2 ++ -
abarca a IL-2, IFNy y TNF vy el del segundo IFN-y ++ -
a IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. Se piensa TNF-o ++ -
que ThO constituye un precursor de los TNE-B ++ +
otros subtipos. En estudios realizados con GM-CSF + ++
clones de células T humanos se ha IL-3 + ++
observado que la IL-10 podria ser producida 1L-4 - ++
también, aunque en menor cantidad, por IL-5 - ++
Thl (Prete y cols., 1993). En la tabla II se 1L-10 + ++

describen los patrones de produccion de

citocinas en humano.

La significacion funcional de estos subtipos reside en que su distinto patrén de secrecién
da lugar a distintas acciones de la célula T (Mosmann y cols., 1989; Romagnani y cols., 1992;
Fitch y cols., 1993; Powrie y cols., 1993a). La IL-2 y el IFNy activan células T citotéxicas que
matan células diana que expresan un apropiado complejo Ag-MHC y también células Natural
Killer (NK) que matan células diana de forma MHC no-restricta . Sin embargo las que forman el
patrén tipo Th2 son estimuladores mucho mas efectivos de la produccion de Igs por las células
B. Ambos tipos de respuesta son mutuamente inhibitorios, de tal forma que el IFNy inhibe la
produccion de citocinas tipo Th2, y la IL-4 y la IL-10 la de las tipo Thl.

Distintos factores incluyendo la dosis de antigeno, el haplotipo de clase II del MHC
influencian la diferenciacion de las células CD4+ nativas en los dos subtipos funcionales (Liblau
y cols 1995). Sin embargo, los que mejor han sido caracterizados son las propias linfocinas (Paul
y Seder 1994).

Tanto la IL-10 como la IL-12, derivadas de macrofagos, juegan un papel importante en
la orientacion de la respuesta inmune en uno u otro sentido (Moore y cols., 1993; D'Andrea y
cols., 1993; Hsieh, 1993). La IL-12 es un potente factor estimulante de las citocinas tipo Thl,
sobre todo IFNy, y puede ser un factor iniciador de la respuesta inmune mediada por células
(Scott y cols., 1993). Por el contrario la IL-10 ejerce efectos antiinflamatorios, por inhibir la
produccion de IL-12 y de otras citocinas proinflamatorias derivadas de macréfagos (IL-1, IL-6,
IL-8, y TNFa), incrementa la de antagonistas del receptor de IL-1 e impide la generaciéon de
radicales libres de oxigeno y nitrogeno. Ademas la IL-10 puede favorecer la diferenciacion hacia
una respuesta tipo Th2, sobre la tipo Thl, inhibiendo la expresion de MHC clase II y de la
molécula de adhesion B7 (CD80) en macréfagos, potente coestimulador de células T (Ding y
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cols., 1993). La combinacién de IL-4 e IL-10 es muy efectiva para inducir la inhibicion de la
funcion efectora de las Thl in vivo (Powrie y cols., 1993b).

La relevancia in vivo de esta division funcional radica en que el predominio de una u otra
respuesta se ha implicado en el desarrollo de distintas enfermedades. De tal forma que una
respuesta polarizada hacia Th2 puede observarse en distintas situaciones patologicas tales como
infecciones parasitarias (Sher y Coofman 1992), enfermedades atopicas, infeccion por virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) y enfermedades autoinmunes sistémicas (Goldman y cols
1991). Y sin embargo se ha descrito un posible papel patogénico de Thl y protector de Th2 en
el desarrollo de algunas enfermedades autoinmunes organoespecificas (Marcelleti y cols 1995;
Saoudi y cols., 1991; Yule y Tung 1993; Liblau y cols 1995). Ya que probablemente las células
CD4+ nativas no estan en principio comprometidas a diferenciarse hacia uno u otro subtipo,
podria ser posible el control del subtipo generado en respuesta a un antigeno determinado
(Liblau y cols., 1995). Esto podria tener implicaciones terapeuticas.

Sistema mayor de histocompatibilidad.

Las células T realizan el reconocimiento del antigeno en presencia de un grupo de
moléculas expresadas en la membrana citoplasmica de las células nucleadas, propias de cada
individuo y que reciben el nombre de sistema mayor o principal de histocompatibilidad (MHC,
SPH) (Bach y Sachs, 1987).

Se han definido tres clases de moléculas basandose en su distribucion tisular, estructura
bioquimica y propiedades funcionales.

Las moléculas de clase I estan formadas por una cadena o de 45 KDa asociada con la 3,
microglobulina (Klein y cols., 1983). Se expresan en todas las células nucleadas del organismo.
Los dos dominios globulares o, y a, de la estructura terciaria son variables o polimorficos, lo
que determina su aloantigenicidad. Por el contrario el resto de la cadena o y la 8, microglobulina
son monomorficos, es decir idénticos para todos los individuos de la misma especie. En el
hombre estas moléculas de clase I se denominan HLA-A, HLA-B y HLA-C , su cadena o esta
codificada por genes localizados en el cromosoma 6 vy sirven como estructura para el
reconocimiento de los linfocitos T citotoxicos.

Las moléculas de clase II tienen una distribucion en condiciones normales mas limitada.
Se localizan en los linfocitos B, los T activados, en las células accesorias y en los precursores
inmaduros hematopoyéticos. Estan constituidas por una cadena o y otra § de peso molecular 32
y 28 KDa respectivamente. En el hombre hay tres familias de antigenos de clase II, denominados
HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ (Matzinger y Zamoyska, 1982).

Los dos dominios N-terminal de las cadenas o de las moléculas de clase I y el unico
dominio terminal de las cadenas o y B de clase II estan plegadas de tal manera que forman un
receptaculo (dos hélices o laterales y una placa basal), para el alojamiento de los péptidos que se
presentan (Borjkman y cols., 1987). Diferentes péptidos podrian encajar en el mismo sitio de

union de clase I 6 II sin mas que establecer diferentes puntos de contacto con las dos o hélices y
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con la placa basal. Una molécula de MHC determinada puede no ser capaz de unir un péptido
concreto pero otra podra hacerlo. Las moléculas del MHC no distinguen entre lo "propio” y lo
"no propio" sino que unen fragmentos de los dos tipos, siempre que encajen en el receptaculo
formado por las dos a hélices, y sean capaces de establecer los puntos de contacto necesarios
para estabilizar esa union. Seran posteriormente otras moléculas las encargadas de reconocerlo;
los receptores de las células T, TCR.

Las moléculas de clase III son determinadas por genes que codifican las proteinas del
complemento y otros factores no relacionados, como la 21-hidroxilasa A y B, factor de necrosis
tumoral, linfotoxina y proteinas generadas por el calor de 70KDa (HSP70) (Rittner y cols.,
1989).

Células accesorias

Forman un grupo heterogéneo constituido por una gran variedad de elementos celulares
tales como monocitos, macroéfagos, células dendriticas, células de Langherhans, astrocitos,
células de Kupfer, etc, que expresan en su membrana citoplasmica moléculas de clase I 6 II del
MHC (Klein, 1986).

Poseen la capacidad de captar antigenos, procesarlos intracelularmente y expresar en su
membrana los determinantes antigénicos que seran presentados asociados con moléculas del
MHC a los linfocitos T. Esta capacidad de presentacion del antigeno ha sido también demostrada
en linfocitos B (Janeway y cols., 1987; Unanue y cols., 1987).

Colaboran también en la activacion de los linfocitos T y B a través de fendmenos de
contacto fisico directo y mediante la produccion de citocinas (Hamilton y Adams, 1987).

Linfocitos T

Deben su nombre a su maduracion intratimica durante la vida fetal y posnatal precoz
(Klein, 1986). Se les ha identificado clasicamente por formar rosetas con los hematies de carnero
y en la actualidad por tener reordenados los genes que codifican la sintesis de su receptor
clonotipico (Ti 6 TCR) (Acuto y Reinherz, 1985).

Los linfocitos T humanos expresan en su superficie una serie de proteinas que los
caracterizan fenotipicamente, y pueden actuar como moléculas de reconocimiento y activacién
celular. Destacan entre ellos el CD2, CD4, CD8, CD11a/CD18, CD28, CD29, CD45 y el
complejo TCR/CD3. (Ver figura 1).

El complejo TCR/CD3 esta constituido por el receptor antigénico especifico de cada
clon celular, TCR, y por una estructura pentapeptidica monomorfa denominada CD3
(Kronenberg y cols., 1986; Allison y Lanier, 1987; Davis y Bjorkhan, 1988).

Cuatro loci codifican los segmentos génicos de las cadenas polipeptidicas que van a
formar el TCR: a, B, v, 0 (Allison y Lanier, 1987). La combinaciéon de estas cuatro cadenas
polipeptidicas dara lugar a dos tipos de receptores heterodiméricos: o/B y v/8. Estos loci se
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CELULA PRESENTADORA
DE ANTIGENO

CD54

CD11a/CD18

LINFOCITO T

Figura 1. Esquema de las moléculas implicadas en la interaccion linfocito T-célula accesoria.

reordenan siguiendo una secuencia temporal durante la diferenciacion de un timocito (Acuto y
cols., 1983). De la misma forma que ocurre con las Igs, la estructura del TCR consta de un
dominio variable y otro constante que son el resultado del acoplamiento de distintos segmentos
génicos.

El complejo CD3 est4 formado al menos por tres cadenas polipeptidicas distintas (y, 6, €)
no polimoérficas que pertenecen a la superfamilia de las Igs. Aparecen en la membrana como
heterodimeros y-€ 0 6-€, que se encuentran unidos por enlaces no covalentes. Asi cada dimero o/
B se asocia con dos cadenas CD3-g, unidas cada una a CD3-y 6 CD3-8 (De la Hera y cols.,
1991). Estas cadenas CD3-y 6 CD3-d no se coexpresan en un mismo receptor, por lo que en el
linfocito T podemos encontrar complejos a/B (e-y), , 6 bien a/B(e-8), (Alarcon y cols., 1991).

Un linfocito T adulto requiere la coexpresion en su membrana citoplasmica del
heterodimero o/ del TCR y del complejo CD3. Mientras que el TCR esta involucrado en el
reconocimiento del antigeno en presencia de moléculas de MHC (Schwartz, 1985), el complejo
CD3 estaria implicado en la transduccion de la sefial de activacion, desencadenada por la unién
Ag-TCR al interior de la célula (Allison y Lanier, 1987, Yewdel y Bennink, 1990). En un 5% de
los linfocitos T de sangre periférica el TCR esta compuesto por cadenas /8, en relacion asi
mismo con el complejo CD3. Su significado fisiologico no es bien conocido, habiendo sido
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involucrado principalmente en la lisis celular no restringida por el MHC (Brenner y cols., 1988) y
en la respuesta inmunitaria frente a antigenos micobacterianos (Raulet, 1989).

Una tercera estructura forma parte del complejo funcional del TCR constituida por los
dimeros formados por las cadenas {, n y y-FceRI (receptor de alta afinidad para la IgE). La
cadena  aparece en un 80-90% de los casos como un homodimero unido por puentes disulfuro,
que bajo condiciones adecuadas puede ser coinmunoprecipitado por anticuerpos monoclonales
(AcMo) anti-TCR o por AcMo anti CD3 (Weissman y cols., 1986, Samelson y cols., 1986). En
el resto de los casos, aparece formando un heterodimero con otra proteina denominada eta (1)
(Baniyash y cols., 1988). Las cadenas { y m constituyen dos productos distintos a partir del
splicing alternativo de un mismo gen (Clayton y cols., 1991). CD3{ no es un componente
especifico de los linfocitos T, ya que también se expresa en las células NK asociado con CD16
(Lanier y cols., 1989) y en mastocitos asociado con FceRI (Orloff'y cols., 1990).

El complejo CD2 (T11) es el receptor para los hematies de carnero (Howard y cols.,
1981; Kamoun y cols., 1981). Su funcién no esta totalmente definida, pero se ha sugerido que
podria tratarse de una proteina ontogénicamente primitiva, conservada a lo largo de la evolucién
(Hiinig, 1986); un receptor de activacion alternativo al TCR/CD3 (Hiinig y cols., 1986; Huet y
cols., 1986); y mas recientemente se considera una molécula de reconocimiento, también
denominada LFA 2, que esta implicada en el reconocimiento linfocitario contribuyendo a la
estabilizacion de la union del antigeno al receptor (Breitmeyer y cols., 1987).

Existen otras moléculas de superficie denominadas CD4 (T-4) y CD8 (T-8) que definen
subpoblaciones mutuamente excluyentes de linfocitos T. Inicialmente se consideré que aquellos
que expresaban el antigeno CD4 eran linfocitos de funcion cooperadora y los que poseian el CD8
eran citotoxicos o supresores (Reinherz y Scholssmann, 1980). Posteriormente se ha
comprobado que dichas funciones pueden ser ejercidas por ambos subtipos de linfocitos, CD4 y
CD8, aunque en la mayoria de los casos dicha correlacion fenotipo-funcional sea valida
(Abrahamsen y cols., 1975; Howard y cols., 1981) . En el momento actual se acepta que la
propiedad que los diferencia es la necesidad de reconocimiento del antigeno por el TCR en
presencia de las moléculas de clase I (linfocitos T CD8+) o de clase II (linfocitos T CD4+)
(Romain y cols., 1984; Schwartz y cols., 1985).

CD11a/CD18 (LFA-1) es un miembro de la familia de las integrinas, proteinas
heterodiméricas de membrana de los leucocitos implicadas en la adhesion intercelular. Interviene
en las uniones de las células CD4 con las células presentadoras de antigeno y de las células ci-
totoxicas con sus células diana. Sus dos ligandos mejor caracterizados son ICAM-1 e ICAM-2
(Lo y cols., 1989).

CD28 se expresa en la mayor parte de los linfocitos CD4+ y aproximadamente en el 50%
de los CD8+. Es una molécula implicada en la adhesion a las células presentadoras de antigeno,
mediante la unién a su ligando B7 (CD80). Esta union constituye un coestimulo muy importante
en la activacion de los linfocitos T (Linsley y cols 1990).
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CD29 es la cadena B; de las integrinas B 6 moléculas VLA. Los linfocitos T en reposo
expresan VLA-4, VLA-5 y VLA-6. Tras la activacion aumenta el nimero y la afinidad de estas
moléculas por sus respectivos ligandos, fibronectina y VCAM de VLA-4, fibronectina de VLA-5
y laminina de VLA-6 (Hemler, 1990).

Las isoformas del antigeno leucocitario comtiin CD45 permiten distinguir entre células
CDA45RA+ (sin experiencia antigénica o novatas) y CD45RO+ (células preactivadas o memoria).
Estas dos poblaciones difieren en su susceptibilidad a la estimulacion y en su capacidad de
sintesis de linfocinas (Byrne y cols., 1988) y ontogénicamente representan células en diferentes
estadios de maduracién en una via de diferenciacion dependiente de activaciéon postimica
(Clement y cols., 1988). Las células CD45RA pasan a expresar la isoforma CD45RO tras su
activacion (Rothstein y cols 1991).
linfocitos CD4+, también los linfocitos CD8+ que expresan las distintas isoformas del CD45
tienen distintos requerimientos para su estimulacion y distintas capacidades funcionales (De Jong
y cols 1991). La poblacion CD8+CD45RO+ presenta caracteristicas de produccion de linfocinas
y de repertorio de sus receptores antigénicos que parecen indicar que estas células efectoras son
linfocitos citotoxicos memoria (Merkenschlager y cols 1989).

Linfocitos B

Denominados asi porque en las aves maduran en la bursa de Fabrizzio (Klein, 1986). En
mamiferos sin embargo este proceso tiene lugar en la médula 6sea. Expresan en su membrana Igs
de superficie y poseen la capacidad de diferenciarse en células plasmaticas que secretan estas
glicoproteinas (Hanley-Hyde y Lynch, 1986; Cooper, 1987). Las Igs son las estructuras de
membrana implicadas en el reconocimiento del antigeno (Tonegawa, 1983). Todas tienen una
estructura bésica similar, formada por cuatro cadenas polipeptidicas, dos pesadas y dos ligeras
idénticas entre si. En cada una de estas cadenas se identifica una region variable, propia de cada
clon de células B y otra constante coman para cada uno de los cinco tipos de Igs. La region
variable tiene la capacidad de unir con mas o menos afinidad los diferentes antigenos. En las
regiones constantes residen las funciones de union a las células con receptores especificos,
activacion del complemento, paso a través de la barrera placentaria y el ritmo de catabolismo de
la propia molécula (Cooper, 1987).

Poseen en su genoma diferentes regiones que codifican la sintesis de las distintas Igs.
Mediante un proceso de reordenamiento, se produce la secuencia final d¢ ADN que permite
sintetizar la porcion variable de las cadenas ligeras y pesadas de forma especifica para cada clon
celular. Estos reordenamientos tienen lugar por deleccion de las diferentes secuencias ordenadas
de los segmentos génicos persistentes lo que permite la generaciéon de millones de estructuras
primarias diferentes en la porcion variable de la molécula de Ig. Este proceso especifico que
ocurre unicamente en los linfocitos B permite obtener la gran diversidad de anticuerpos que

constituye el repertorio de un individuo con capacidad para reconocer a todos los posibles
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antigenos de la naturaleza, existentes o no en la actualidad (Yancopoulos y Alt, 1985; Cooper,
1986; Hanley-Hyde y Lynch, 1986).

Las Igs y los TCR poseen una estructura tridimensional similar, con unos dominios
monomorficos o constantes y otros polimorficos o variables en los extremos carboxilo y amino
terminal, respectivamente (Alvarez de Mon y Durantez, 1987). Sin embargo, a pesar de las
similitudes genéticas y estructurales entre ambos tipos de moléculas, los mecanismos de
reconocimiento y activacién de las células T y B son diferentes. Los linfocitos B pueden
reconocer y ser activados por antigenos solubles, mientras que los linfocitos T requieren la
presentacion del antigeno unido a la superficie de células que expresen moléculas del MHC
(Schwartz, 1985). Hay que subrayar que las moléculas del MHC presentan homologias
estructurales con Igs y TCR. Se piensa 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 gen ancestral del que se
habrian ido diversificando y separando a lo largo de la evolucion, (familia de los supergenes de
las inmunoglobulinas (Robinson y Kindt, 1988).

La respuesta de las células B a los patdgenos y a otras sustancias extrafias est4 mediada,
en parte, a través del receptor de superficie para el antigeno (BCR). En el BCR la porcién de
uni6n al ligando es la Ig de superficie. Asociado a ella se encuentran unos heterodimeros, Igo. e
IgB, unidos por puentes disulfuro que han sido designados como CD79a y CD79
respectivamente. Estas proteinas estan relacionadas estructuralmente y son productos de los
genes de la superfamilia de las Igs mb-1 y B29 e intervienen en el transporte del receptor y la
transduccion de la sefial (Pleiman y cols., 1995).

Se ha descrito una subpoblacion de linfocitos B humanos que expresan el antigeno CDS3,
que es una proteina de 67 KDa que estd presente tipicamente en los linfocitos T periféricos
(Wang y cols., 1980). El CD5, identificado inicialmente en los linfocitos B de la mayoria de los
pacientes con leucemia linfatica cronica de células B, se ha encontrado en pequefia cantidad en
amigdala humana (Caligaris-Capio y cols., 1982). El interés de estas células radica en que son
productoras de anticuerpos de forma espontdnea y en que sus niveles circulantes estan
determinados genéticamente (Kumagai y cols., 1989).

Células NK

Se denomina actividad citotoxica espontanea o citotoxicidad natural (NK, natural killer)
a la capacidad litica que desarrollan ciertas células inmunocompetentes frente a un amplio
espectro de células diana: tumorales, infectadas por virus, embrionarias o con un escaso grado de
diferenciacion celular, sin requerir una fase de sensibilizacion previa y sin que exista restriccion
por moléculas del MHC (Lanier y cols., 1986).

Morfolégicamente la mayoria de las células NK se caracterizan por presentar un nicleo
arrifionado y abundantes granulos azuréfilos en su citoplasma, motivo por el que se les denomind
linfocitos grandes granulares (Hercend y Schmidt, 1988). Expresan en su membrana
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citoplasmatica una serie de antigenos caracteristicos, con capacidad para ser reconocidos por
anticuerpos monoclonales especificos. Encontrandose practicamente en todas el CD56 (NKH-1)
y el CD16 (receptor para la region Fc de la IgG) (Unanue y Allen, 1987).

En la actualidad las células NK se definen fenotipicamente como linfocitos CD56+CD3-.
Otros antigenos caracteristicos, aunque no se expresen uniformemente son el CD57, CD11b,
CD8, CD2 y la cadena p75 del receptor de la IL-2 (IL-2R). La expresion de la cadena p55 de
este receptor (CD25) reconocida por el AcMo anti-Tac, se puede inducir sobre la membrana
citoplasmatica de las células NK tras la interaccion de IL-2 con la cadena p75, generandose asi
receptores de alta afinidad (p55-p75) para la IL-2, necesarios para la proliferacién de estas
células (vide infra).

Una pequefia proporcion de linfocitos T, principalmente los que poseen el receptor y/5,
también expresan el antigeno CD56. Estos linfocitos CD56+CD3+, denominados linfocitos T
con capacidad de desarrollar actividad "NK [like", pueden en determinadas circunstancias
manifestar citotoxicidad no restricta por el MHC, similar a la ejercida por las células NK.

La funcion de estas células se relaciond inicialmente con la defensa frente a la extension
tumoral y la proteccion frente a virus (Wiltroutr y cols., 1985). Actualmente se sabe que ademas
de su funcion citotoxica intervienen en la regulacion de la respuesta inmune a través de la
secrecion de distintas citocinas como IL-1, IL-2, IFNy, TNFq y factores de crecimiento de
células B (Kasahara y cols., 1983; Procopio y cols., 1985; Anegon y cols., 1988; Cuturi y cols.,
1989).

La ontogenia de esta subpoblacion linfocitaria permanece desconocida, asi como la
estructura del receptor implicado en el reconocimiento de las células diana. Se ha detectado en
su membrana la existencia del componente ¢ del complejo CD3, lo cual indica un posible origen
comun al de los linfocitos T (Anderson y cols., 1989; Lanier y cols., 1989).

Citocinas

Son moléculas peptidicas, solubles, sintetizadas y segregadas por linfocitos activados
(linfocinas), macrofagos/monocitos (monocinas) y células ajenas al sistema inmune (células
endoteliales, cé€lulas del estroma de la médula 6sea, fibroblastos..). Utilizadas por las células del
sistema inmune para comunicarse entre ellas y para controlar los fenémenos locales y sistémicos
de las respuestas inmune e inflamatoria (Ravinovitch, 1994). Pero sus efectos no se limitan sélo a
estas células y se ha observado que estas moléculas pueden regular la funcidon de células de otros
organos y tejidos (Watson y cols., 1986; Whak y cols., 1986).

En 1976 Morgan y cols. describieron un factor de crecimiento de linfocitos T,
denominado posteriormente IL-2, que poseia la capacidad de mantener la proliferacién de
linfocitos T citotoxicos (Morgan y cols., 1976). Desde entonces han sido descritos mas de 30
citocinas inmunoldgicamente activas que pueden agruparse en: linfocinas (ILs), interferones
(IFNs), factores de necrosis tumoral (TNFs) y factores estimuladores de colonias (CSFs)
(Thorpe y cols., 1992).
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Tanto su lugar de produccion como el tipo de células sobre el que actian son complejos.
Una célula puede producir diferentes citocinas y una citocina puede ser producida por distintos
tipos de células. Generalmente actian a nivel local, bien sobre la misma célula que las produce
(mecanismo autocrino), o sobre células de su entorno (paracrino). En algunos casos, sobre todo
las citocinas derivados de macrofagos (IL-1, IL-6 y TNFo ejercen su accion sobre 6rganos a
distancia (endocrino). En la tabla III se resume las principales citocinas, asi como el tipo celular
que las produce. A continuacion detallamos algunas de ellas, haciendo énfasis en aquellas que
nos seran utiles para la mejor comprension de los resultados.

La IL-1, conocida originariamente como el Factor Activador de los Linfocitos (LAF),
ejerce una amplia gama de efectos en una extensa variedad de células (Dinarello, 1988;
Dinarello, 1989). Las diferentes actividades de la IL-1 son el resultado de los efectos de dos
proteinas diferentes de 17 KDa cada una, que se codifican por genes del cromosoma 2 (IL-1a. y
B) (Oppenhein y cols., 1986). La IL-1o. (monémero de 159 aa) y B (mondmero de 153 aa) tienen
solamente un 26% de homologia en sus aminoacidos, si bien ésta es del 45% a nivel de acidos
nucleicos. A pesar de su composicion diferente, ambas moléculas se unen al mismo receptor
comportando similares actividades biologicas (Dinarello y cols., 1987, Dower y cols., 1987;
Dinarello, 1988). Recientemente (Dinarello, 1991; Dinarello y cols., 1991) describieron la
existencia de IL-1ra (monémero de 152 aa), proteina de 17 KDa que inhibe las actividades
biologicas de la IL-1a y de 1a IL-1p a través de la competencia por sus receptores.

La IL-1 es segregada por muchos tipos celulares, incluyendo linfocitos T, B, células NK,
monocitos, neutrofilos, queratinocitos, células endoteliales, sinoviales, dendriticas, de musculo
liso y epiteliales tras la estimulacion por diferentes sefiales activadoras (Oppenheim, 1986;
Weawe y cols., 1986). Los monocitos y los macrofagos secretan IL-1 en respuesta a productos
bacterianos tales como endotoxina, inmunocomplejos, fragmentos moleculares de degradaciéon
del complemento y en particular C5a, y muchas citocinas, incluidas el M-CSF, TNFa. y el IFNy
(Morgan y cols., 1976).

LaIL-1 es segregada por muchos tipos celulares, incluyendo linfocitos T, B, células NK,
monocitos, neutrofilos, queratinocitos, células endoteliales, sinoviales, dendriticas, de musculo
liso y epiteliales tras la estimulacion por diferentes sefiales activadoras (Oppenheim, 1986;
Weawe y cols., 1986). Los monocitos y los macrofagos secretan IL-1 en respuesta a productos
bacterianos tales como endotoxina, inmunocomplejos, fragmentos moleculares de degradacion
del complemento y en particular C5a, y muchas citocinas, incluidas el M-CSF, TNFa. y el IFNy
(Morgan y cols., 1976). Se han descrito diferentes mecanismos por los que la IL-1 ejerceria su
accion. Recientemente se ha sugerido que induce la produccién transitoria de DG generado del
turnover de la fosfatidil colina, conduciendo finalmente a la activacion de una proteincinasa
(Rosoff y cols., 1988). Adicionalmente, otros investigadores han comunicado que la IL-1
aumenta transitoriamente los niveles celulares de AMPc y que en algunas células los efectos de la

IL-1 pueden ser evocados por sustancias que ocasionan moderados aumentos en los niveles de
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Tabla III. Resumen de las principales citocinas y las células que las producen

Célula
Citocina Células Células NK Monocitos Neutrofilos Células Células Queratino-  estromales
T B endoteliales  mastoi- citos dela
deas médula
osea
IL-1x + + + + + + + +
IL-1B +
IL-1ra +
IL-2 +
IL-3 + + + +
IL-4 + + +
1L-5 + + +
IL-6 + + + + +
IL-7 +
1L-9 +
IL-12 + +
IL-13 +
IL-10 + + + +
IL-11 +
IFNo + +
IFNy + + +
TNFo. + + + + + + +
TNFp + + +
IL-8 + + + +

AMPc (Zhang y cols., 1988). Alguna de las actividades de la IL-1 parecen estar mediadas por su
capacidad para inducir aumentos en los niveles de PGE, en las células diana (Dinarello, 1988;
Dinarello, 1989). La IL-1 induce la producciéon de otras citocinas, tales como IL-6 por los
fibroblastos o IL-2 por células T, y estimula la expresion para receptores de citocinas por
diferentes tipos celulares, incluyendo células hematopoyéticas y células T (Hamilton y cols.,
1987; Haas y cols., 1989).

La IL-1 puede actuar sobre los linfocitos B durante, al menos, dos etapas de su
desarrollo. En primer lugar, en el estado de precursores de células B (caracterizados por la
presencia de Igs intracitoplasmaticas y su ausencia en la superficie celular), induce la sintesis de
cadenas ligeras y la expresion de Igs de superficie (Harriman y cols., 1988). En segundo lugar,
durante la activaciéon del linfocito B, la IL-1 actiia sinérgicamente con otras linfocinas,
favoreciendo la progresion a lo largo del ciclo celular (Falkoff y cols., 1982; Pike y cols., 1985;
Chard y cols., 1987).

La IL-2 es una proteina monomérica de 155 KDa de peso molecular y 133 aa, segregada
por los linfocitos T, denominada previamente factor de crecimiento de linfocitos T. Es una
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citocina capaz de activar y mantener el crecimiento de los linfocitos T en el cultivo (Morgan y
cols., 1976). Su gen ha sido secuenciado y localizado en el cromosoma 4.

Su accion se concreta a las células del sistema inmune, y se produce a través de la union a
su receptor especifico. Este, estd compuesto por un heterotrimero que da lugar a diferentes
configuraciones: 1) receptor de baja afinidad IL-2Ra. de 55 KDa (CD25) presente en linfocitos T
y B, que por si solo no transduce sefial, 2) receptor de afinidad intermedia: un heterodimero
formado por una cadena denominada IL-2Rf de 75 KDa (CD122) presente en linfocitos T, B,
células NK y LAK y por una cadena IL-2Ry de 64 KDa presente en linfocitos T, B y NK (Kherl
y cols., 1988; Begley y cols., 1990), 3) receptor de alta afinidad que corresponde a un
heterotrimero compuesto por IL-2Ra + IL-2Rp + IL-2Ry (Takhesita y cols., 1992).

La actividad biologica de la IL-2 es esencial en la regulacion de la maduracién y
proliferacion de los linfocitos T, asi como de las células B y de su diferenciacion hacia la
secrecion de Igs (Jelinek y cols., 1986; Jelinek y cols., 1987). También activa a los precursores
citotoxicos de las células NK, e incrementa su actividad litica.

La IL-3, es una glicoproteina monomérica de 133 aa, producida por linfocitos T
activados, capaz de mantener la proliferacion de células mieloides, mastocitos y células
multipotenciales de médula 6sea (Jelinek y cols., 1987). No se ha detectado hasta el momento
ninguna implicacion de esta linfocina en la regulacién del sistema inmune.

La IL-4, es una glicoproteina monomérica de 15 KDa (Jelinek y cols., 1986), producida
por linfocitos T activados. Se han detectado sus receptores de 140 KDa (CDw124) en los
propios linfocitos T, en los B y en otras células no pertenecientes al sistema inmune, tales como
fibroblastos, hepatocitos, células hematopoyéticas, etc. (Paul, 1987; Araiy cols., 1989).

La IL-4 actda a través de receptor IL-4R (CDw124) sobre los linfocitos B en reposo
modulando el efecto de activacion subsiguiente a la interaccion con el antigeno. También ejerce
una funcion relevante en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B
(Noelley cols., 1984; Vitetta y cols., 1985; Jelinek y cols., 1988; Finney y cols., 1990). Los datos
disponibles sugieren que la funcion principal de la IL-4 en humanos puede ser limitar, en vez de
facilitar, la formacion de anticuerpos. Por otro lado, la expresiéon de CD23 inducida por IL-4
puede inhibirse por IFNy (Jelinek y cols., 1988). EI IFNy junto al IFNo y el BCGF de bajo peso
molecular, son capaces de neutralizar la accion inhibitoria de la IL-4 en las fases iniciales de la
activacion de células B (Jelinek y cols., 1988). Estos hallazgos, indican la complejidad de la
regulacion de la respuesta de células B por citocinas.

Sobre los linfocitos T ejerce una funciéon moduladora de su activacion y proliferacion,

siendo su especificidad pequefia dentro de las distintas subpoblaciones (Mitchell y cols., 1988).

La IL-5, es una glicoproteina homodimera de 115 aa. La producen exclusivamente los

linfocitos T activados. En humanos, la IL-5 aumenta el crecimiento y la diferenciaciéon de los
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eosinofilos (Campbell y cols., 1987; Sanderson y cols., 1992), pero se sabe muy poco acerca de
su posible actividad como factor de diferenciacion de células B.

La IL-6 también denominada BSF-2, es una glicoproteina monomérica de 184 aa,
producida por diversos tipos celulares, entre los que se incluye a los fibroblastos, células
endoteliales, hepatocitos, monocitos, células neuronales, células de mixoma cardiaco y células T
activadas, cuya induccién ocurre tras la activacion de las mismas por virus, IL-1 6 TNFo
(Hirano y cols., 1986; Kishimoto y cols., 1992).

La IL-6 favorece la diferenciacion de células B humanas, pero carece de efecto sobre la
proliferacién de dichas células (Billiau, 1987). Su accion consiste en el aumento de la sintesis y
secrecion de cadenas pesadas de un isotipo idéntico al de las Igs de superficie presentes en las
células B al inicio del cultivo. Se ignora el efecto sobre la produccion de cadenas ligeras (Taga y
cols., 1987). La IL-6 precisa de la IL-2 aunque sea en cantidades minimas para ejercer su accion
favorecedora de la diferenciacion. Se ha implicado en la produccién de anticuerpos
autorreactivos por las células B. También parece que modula la activaciéon de las células T.
Asimismo, actia sobre los hepatocitos, induciendo la sintesis de diferentes proteinas.

Ejerce su accion sobre las células T y B uniéndose con su receptor que tiene dos
conformaciones, la primera, de baja afinidad, sin transduccion de sefial denominada IL-6R
(CD126) de 80 KDa y la segunda, de alta afinidad compuesto por el IL-6R y una proteina de
membrana denominada gpl30 (CDw130). IL-6R esta presente en las células T en fase
quiescente, no aumentando tras la estimulacion con fitohemaglutinina (PHA) (Taga y cols.,
1987). Por el contrario, las células B carecen de receptores para la IL-6 en fase Go,
adquiriéndolos después de la activacion (Taga y cols., 1987).

La IL-7, proteina monomérica de 152 aa, fue identificada en una linea celular
transformada del estroma de médula 6sea. El gen que la codifica est4 situado en el cromosoma 8.
Producida por las células estromales de la médula 6sea y las células de higado fetal constituye un
potente estimulo para las estirpes precursoras de células B, asi como de timocitos y algunas
células T periféricas. Se han descrito receptores de alta y baja afinidad para la TL-7 (Billiau,
1987).

La IL-8, o factor activador de los neutréfilos (NAF-1), es una proteina producida por
una amplia variedad de células, tales como monocitos, fibroblastos y células endoteliales tras su
estimulacion con diferentes sefiales que incluyen a la IL-1, TNFa,, endotoxina y diferentes virus.
La IL-8 es un dimero con variantes en el extremo N terminal, pudiendo estar constituida por 69,
72, 77 6 79 aa, llegando a ejercer un papel primordial en la iniciacién de la respuesta
inflamatoria al promover la quimiotaxis y/o degranulacion de los neutréfilos. Ademas, desarrolla
una accion quimiotactica sobre otras células entre las que se encuentran los linfocitos T y los
basofilos. Sobre estos Gltimos estimula la liberacion de histamina (Alvarez-Mon y cols., 1992).
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Esta citocina actua a través de dos tipos de receptores a los que se une con alta afinidad, IL-8Ra
y IL-8Rb los dos conocidos como CDw128.

La IL-9, también conocida como P40 o como factor de crecimiento de células T III, es
otra interleucina que ha sido descrita recientemente. Se trata de una glicoproteina producida por
las células T. El gen que la codifica encuentra en el cromosoma 5 humano. Ejerce su accién
sobre varias células diana, tales como linfocitos T cooperadores y mastocitos. El resultado de su
accion es un estimulo selectivo sobre la proliferacion de estas células (Alvarez-Mon y cols.,
1992).

La IL-10 originalmente identificada como un producto de las células Th2 con capacidad
de inhibir la produccion de citocinas por las Thl (Mosmann y cols., 1991; Spits y cols., 1992;
Rousset y cols., 1992) con una potente actividad antiinflamatoria. IL-10 inhibe la transcripcion
de genes para citocinas en células mononucleares de sangre periférica (Wang vy cols., 1994).
Esta molécula muestra inhibicién en la secrecion de citocinas por parte de los monocitos (Seaver
y cols., 1991; de Waal y cols., 1991), linfocitos T (Ralph y cols., 1992), neutréfilos (Cassatella
y cols., 1993), y eosinofilos (Takanaski y cols., 1994), y sus efectos son de caracter pleiotropico
(Howard y cols., 1992; Zlotnik y cols., 1991; Moore y cols., 1993). Por ejemplo, la IL-10 reduce
la respuesta proliferativa, el ratic CD31TCD41/CD37CD8™ y los porcentajes de expresiéon de
CD25 y HLA-DR (Bejarano y cols., 1992). La IL-10 es un potente factor de crecimiento y
diferenciacion de linfocitos B activados (Takanaski y cols., 1994). Ademas, la IL-10 induce a las
celulas B activadas a secretar grandes cantidades de IgG, IgA, e IgM (Takanaski y cols., 1994).

La IL-11, proteina de 178 aa, es una citocina producida por las células del estroma de la
médula 6sea y trofoblastos que modula la diferenciacion de los linfocitos B y de los precursores
hematopoyéticos (Alvarez-Mon y cols., 1992).

IL-12, heterodimero compuesto por una proteina de 197 aa (p35) y otra de 306 aa (p40).
Es producida por las células B y los macréfagos. Su principal funcion es estimular el crecimiento
y la actividad funcional de las células NK y las células T.

La IL-13, conocida también como P-600, monémero de 132 aa producida por las células
T, es capaz de inducir crecimiento y diferenciacion de células B e inhibe la produccion de
citocinas con efectos inflamatorios segregadas por los monocitos/macrofagos. Por su efecto anti-
inflamatorio y la estimulacion de la respuesta de linfocitos B, contribuye a la respuesta tipo Th2
junto con la IL-4 y la IL-10. Sin embargo, su efecto sobre la sintesis de IFNy podria promover la
respuesta tipo Th-1 (McKenzie y cols., 1993; Minty y cols., 1993).
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La IL-14 es la citocina monomérica mas grande que se conoce (468 aa). Segregada por
las células T tiene la capacidad de inducir la proliferacion en células B activadas, asi como la
inhibicion de la secrecion de Igs por parte de las células B estimuladas con mitégenos (Ambrus y
cols., 1993).

Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa), previamente denominado caquectina. Es un
heterotrimero de 157 aa (Shirai y cols., 1985), que existe libre como factor secretado y también
como producto unido a la membrana, teniendo en ambos casos actividad biolégica (Le y Vilicek,
1987). El TNFa es producido por neutrofilos, células T activadas, células NK, células LAK,
astrocitos, células endoteliales y células del masculo liso. El TNFo. fue descrito como factor
toxico para algunas células en cultivo, y causante de necrosis hemorragica de células tumorales
in vivo (Beutler y cols., 1987). El TNFo ejerce una amplia variedad efectos in vivo incluyendo la
induccion de expresion de genes para factores de crecimiento y citocinas, receptores, factores
transcripcionales y mediadores inflamatorios (Vilcek y cols., 1991). El estimulo mis potente
conocido para su produccion es el lipopolisacarido bacteriano (Beutler y cols., 1987). Después
de la actuacion del TNFo, el IFNy regularia positivamente su sintesis, aumentando la
transcripcion del gen para TNFo (Gerrad y cols., 1987).

Los efectos del TNFo sobre las células del sistema inmune no estan perfectamente
delimitados. Su accion sobre el monocito conduce a un aumento de la expresion de moléculas de
clase I del MHC y a una liberacién de IL-1, cuyas propiedades bioldgicas son en gran parte
similares a las del TNFa (Pike y cols., 1985; Gerrad y cols., 1987). El TNFo en las células
activadas incrementa la expresion de moléculas de clase II y el nimero de receptores de alta,
media y baja afinidad para la IL-2, en cuya presencia el TNFo. aumenta la proliferaciéon y
produccion de IFNy inducido por aquella. Por otro lado, el TNFa inhibe la produccion de
actividad BCDF (factor de diferenciacion de linfocitos B) por las células T (Kashiwa y cols.,
1987). Se desconoce si su efecto supresor sobre la produccién de Igs por los linfocitos B es
consecuencia de un efecto directo sobre éstos o de la antedicha inhibicion de la produccion de
BCDF. La accion del TNFo ocurre a través de la union a un receptor de membrana especifico de
peso molecular 70 KDa, presente en distintas estirpes celulares. El linfocito T en reposo carece
de receptores para TNFou (Scheurich y cols, 1985), que aparecen tras la activacion por antigenos

o mitégenos, aumentando progresivamente en niimero y alcanzando un maximo a los 6 dias.

Una citocina estrechamente relacionada con el TNFa. es el TNFB también conocida
como linfotoxina, es una glicoproteina trimérica de 171 aa (Dinarello y cols., 1986). Comparte el
50% de homologia en su secuencia de aminoécidos con el TNFa.. El TNFf es producido por los
linfocitos T activados y por algunas lineas linfoblastoideas de linfocitos B (Aggarwal y cols.,
1985). El TNFa y el TNFB comparten un receptor comin (Dinarello y cols., 1986; Gray y cols.,
1984) y estimulan muchas funciones en el mismo sentido. Se ha comprobado la actividad BCGF
(factor de crecimiento de células B) de la misma (Kherl y cols., 1987).
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El sistema interferon humano (IFN), incluye en la actualidad a tres grupos
antigénicamente distintos de proteinas, denominados o, B y v.

El IFNa de 166/165 aa 'y el IFNB de 166 aa son producidos preferentemente por células
T, B, monocitos y fibroblastos. El IFNo constituye una familia molecular de al menos 24
especies diferentes, codificadas por los correspondientes genes localizados en el cromosoma 9.
El receptor celular con el que interaccionan el IFNo y el B es similar para ambos. Estos IFNs
pueden regular la funcién de diferentes células del sistema inmune, incluyendo a los macréfagos,
a los linfocitos T y B, y a las células NK.

El IFNy reconocido hace 30 afios por E. F. Wheelock, es una glicoproteina de 143 aa
secretada por los linfocitos T y por las células NK, cuya sintesis estd codificada por un gen
localizado en el cromosoma 12. El IFNy muestra sus efectos pleitropicos a través de la
interaccion con un receptor especifico presente en la superficie de la membrana citoplasmatica.

El IFNy tiene un efecto protector contra infecciones parasitarias y otros patdgenos
intracelulares y parece implicarse en procesos autoinmunes y de rechazo de aloinjertos, pudiendo
intervenir en muchos de los efectos toxicos de las endotoxinas bacterianas. Act(ia sobre el
monocito previamente activado por el lipopolisacarido bacteriano, estimulando la produccion de
citocinas (IL-1 y TNFo) e incrementando su capacidad litica. Por otra parte, induce la expresién
de moléculas de clase I y II del MHC en las células accesorias, potenciando su accidon
presentadora de antigenos. El IFNy también regula positivamente la capacidad citotoxica de los
linfocitos T y de las células NK. Produce una inhibicién en la respuesta proliferativa de las
células Th2. Asimismo. actua sobre los linfocitos B favoreciendo su proliferacion y
diferenciacion hacia células productoras de Igs (Farrar y cols., 1993).

El factor transformante de crecimiento beta (TGFp), es un homo y heterodimero con
tres isoformas de 122 aa producido por condrocitos, osteoblastos, osteoclastos, plaquetas,
fibroblastos y monocitos. El TGFf inhibe el crecimiento de algunos tipos celulares, estimula a
los osteoblastos e inhibe a los osteoclastos, la actividad NK y la proliferacion tanto de células T
como de células B y, por Ultimo, en presencia de IL-4 induce la secrecion de IgA (Cross y cols.,
1990).
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INTERACCION ENTRE EL SISTEMA INMUNE Y EL ENDOCRINO.

El concepto clasico de que los mecanismos homeostaticos estaban integrados por el
sistema nervioso y el endocrino ha sido ampliado recientemente al observar que estos interactan
con el sistema inmunolégico (Reichlin, 1993).

Desde el articulo inicial de Besedovsky y Sorkin en 1977 (Besedovsky y Sorkin, 1977) y
la descripcion por parte de Smith y Blalock en 1981 (Smith y Blalock, 1981) de que linfocitos
humanos infectados por virus producian una sustancia proteinacea que compartia antigenicidad y
bioactividad con ACTH, son muchos los trabajos que han puesto de evidencia las multiples
interacciones entre el sistema inmune y el endocrino.

Hoy en dia existen cada vez mas datos que demuestran como distintos ligandos
(hormonas peptidicas, neurotransmisores peptidicos y citocinas) y sus receptores constituyen un

completo circuito de informacion entre ambos sistemas (Blalock, 1994).
Interaccion a través del eje Hipotalamo-hipofiso-adrenal. (Figura 2)

La interaccion entre el sistema inmune y el neuroendocrino denominada por Blalock
"comunicacién bidireccional" (Blalock 1989) se hace evidente sobre todo en el aumento de
secrecion hormonal por la hipofisis y la glandula adrenal que tiene lugar tras la inflamacién y la
infeccion. La consecuente activacion del eje hipotalamo-hipofiso adrenal (HHA) reduce la
intensidad de la respuesta inmune, ya que virtualmente todos los componentes de esta respuesta
son inhibidos por el cortisol.

Revisaremos en este apartado como elementos del sistema inmune pueden estimular o
inhibir el eje HHA y reciprocamente como productos de este eje pueden ejercer efectos
estimuladores o inhibidores sobre el sistema inmune. Trataremos también brevemente como estas
interacciones pueden estar implicadas en el desarrollo de algunas enfermedades autoinmunes.

La Interleucina 1 (IL-1), cuyas caracteristicas hemos detallado con anterioridad, juega un
importante papel en la relacién entre el sistema inmune y el eje HHA. Besedovsky y cols.,
observaron que ratones inoculados con el virus de la enfermedad de Newcastle mostraban un
aumento de los niveles en sangre de corticosterona y ACTH. Esto mismo ocurria si eran
inyectados con sobrenadantes de cultivos de células esplénicas de ratones infectados por el virus.
Sugirieron entonces que estas células podrian producir un factor que estimulaba el eje HHA y
vieron que la respuesta era abolida tras la inyeccion de un anticuerpo anti IL-1 (Besedovsky y
cols., 1986) y ocurria una respuesta similar tras la inyeccion de IL-1 humana recombinante (Del
Rey y cols., 1987).

El mecanismo por el que IL-1 ejerce su efecto sobre la secrecion de ACTH asi como su
nivel de actuacion no estan del todo aclarados. Tanto IL-1a. como IL-1B provocan una rapida
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Figura 2. Interaccién Sistema inmune-Eje hipotilamo-hipofiso-adrenal.

secrecion de CRF y ACTH (Sapolsky y cols., 1987) sin afectar los niveles séricos de PRL, MSH,
GH, vasopresina u oxitocina (Bateman y cols., 1989). Esto ocurre tanto tras la inyeccién
intravenosa como intracerebroventricular en ratas conscientes de IL-1 recombinante, lo que
sugiere un mecanismo de accion central (Katsuura y cols., 1988). Aunque tanto por su hidrofilia
como por su peso molecular la IL-1 no podria penetrar la barrera hematoencefilica, se ha
evidenciado que puede ser tranportada de la sangre al cerebro por un mecanismo saturable que
comparte algunas caracteristicas estructurales con su receptor (Banks y cols., 1991). Datos mas
recientes sugieren que la IL-1 podria interaccionar con sus receptores en las células endoteliales
de los vasos cerebrales estimulando la producciéon de moléculas secundarias como IL-1, 6xido
nitrico y/o prostanglandinas, que actuarian localmente influenciando a las neuronas (Ericsson y
cols., 1994).

La mayoria de los estudios indican que IL-1 estimula la liberaciéon de ACTH actuando
sobre las neuronas productoras de CRF y Sapolsky y cols., demostraron que en ratas tratadas
con antisuero anti CRF no ocurria el aumento esperado de ACTH tras la inyeccion de IL-1
(Sapolsky y cols.,, 1987). Por otra parte el aumento de CRF puede no ser debido a la
estimulacion directa del hipotalamo por la IL-1 ya que esta podria inducir un mecanismo de
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sefiales periféricas de estrés que podrian ser comunicadas a las neuronas productoras de CRF por
vias aferentes. Sin embargo no se ha observado aumento de temperatura capaz de elevar la
secrecion de ACTH tras la inyeccion de IL-1 que es un conocido pirogeno (Sapolsky y cols.,
1987). Recientemente se ha evidenciado que el CRH liberado en respuesta a IL-1 causa tanto la
liberacién directa de ACTH como una mayor sensibilizacién de la hipéfisis al estimulo liberador
de ACTH que ejerce esta citocina (Payne y cols., 1994).

Ademas de sus efectos a nivel de CRF la IL-1 puede estimular la liberaciéon de ACTH
directamente en cultivo de células hipofisarias (Berton y cols., 1987). Puede también potenciar la
liberacion de péptidos derivados de POMC en células hipofisarias AtT 20 de ratén (Fagarasan y
cols., 1990). En cuanto al efecto de otras citocinas, la IL-2 es mas potente liberando ACTH que
el propio CRF (Karanth y cols., 1991), sin embargo IL-6, IFNy y TNFa inhiben su secrecidn a
partir de células hipofisarias (Vankelecon y cols., 1990).

Es poco probable que IL-1 actlie directamente a nivel adrenal estimulando la secrecion de
corticosterona. Wolosky y cols., fueron incapaces de demostrar algin efecto de IL-1 en la
esteroidogénesis en la célula de tumor adrenal de raton Y-1 (Wolosky y cols., 1985). Pero la
inyeccion de IL-1 en adrenales aisladas y perfundidas causa aumento de la secrecién de
corticosterona (Roh y cols., 1987). Esta discordancia podria ser explicada por la posible
secrecion de prostanglandinas por células no corticales que estimularian su liberacién (Bateman y
cols., 1989).

En cuanto al mecanismo de accion de IL-1 sobre el eje HHA parece que los efectos de
liberacion de ACTH cuando IL-1 es instilada en eminencia media dependen de la secrecién local
de epinefrina y norepinefrina que actuarian sobre receptores o y 8 (Motta y cols., 1991). Las
prostanglandinas también podrian jugar un papel ya que la administracién de indometacina
bloquea dicha secrecion (Katsuura y cols., 1988). Sin embargo no se produce bloqueo cuando es
administrada por via intravenosa (Sapolsky y cols., 1987).

Por otra parte las sustancias producidas tras estimulo del eje por IL-1 podrian
contrarrestar sus efectos y controlar su produccién. De tal forma que los glucocorticoides
pueden inhibir la sintesis de IL-1 (Del Rey y cols., 1987) y derivados de POMC pueden
contrarrestar algunos de sus efectos. Asi cMSH y ACTH son antipiréticos (Glyn y cols., 1981) y
las B endorfinas pueden eliminar el efecto hiperalgésico de IL-1 (Ferreira y cols., 1988).

Por tanto la IL-1 podria ser un importante mediador en el didlogo entre el sistema inmune
y el eje HHA.

Existen también elementos del sistema inmune que inhiben el eje HHA. El TGFp
producido por los macréfagos, inhibe la accion de ACTH sobre la esteroidogénesis (Hotta y
cols., 1986) y probablente otros productos derivados de los macréfagos pueden tener también
esta accion. Aunque el papel ejercido por estos inhibidores es desconocido, resulta significativo
que el cortex adrenal esté extensamente infiltrado por macréfagos (Hume y cols., 1984),
sugiriendo una posible interaccion paracrina entre células inmunes y endocrinas.
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Se ha evidenciado también que algunos péptidos producidos por los neutrofilos tienen
propiedades corticostaticas y que la actividad inhibitoria tiene lugar a nivel del receptor de
ACTH (Zhu y cols., 1988). Uno de estos péptidos el HP-4 ha sido aislado a partir de neutréfilos
humanos y secuenciado (Singh y cols., 1988). Parece pues que los macréfagos son capaces de
producir sustancias que estimulan o inhiben el eje HHA y es notorio que los factores
estimuladores actiian principalmente en los niveles superiores mientras que los inhibidores lo
hacen predominantemente sobre los inferiores pudiendo sugerir que el sistema inmune ejerce un
estrecho control dual sobre el eje HHA (Bateman y cols., 1989).

Ademas las células del sistema inmune son capaces de producir péptidos derivados de
POMC. Se ha descrito produccion de sustancias ACTH /Jike por linfocitos (Wolosky y cols.,
1985). E incluso en procesos leucémicos y linfomatosos se ha observado secrecidon ectépica de
ACTH. Pero en condiciones normales parece ser que las cantidades producidas son
extremadamente bajas y la cantidad de ACTH y sustancias ACTH like serian insuficientes para
producir una estimulacion significativa de la esteroidogénesis adrenal, incluso en enfermedades
infecciosas sistémicas (Olsen y cols., 1992).

Reciprocamente elementos producidos por el eje HHA pueden afectar el sistema inmune.
Aunque consideraremos aqui otros productos nos centraremos fundamentalmente en el papel
ejercido por los glucocorticoides.

Tanto ACTH como las B endorfinas pueden actuar como inmunomoduladores y ambos
podrian ejercer sus efectos a distintos niveles de la respuesta inmune. ACTH inhibe la
produccién de IFNy por las células esplénicas de raton (Johnson y cols 1984), aumenta el
crecimiento y diferenciacion de las células B en humano (Alvarez-Mon y cols., 1985) y ACTH
1-24 , que es equipotente con ACTH 1-39, aumenta la sintesis de inmunoglobulinas en presencia
de factores de crecimiento de células B. Se han evidenciado receptores opiaceos en lmfomtos
humanos (Mc Donough y cols., 1980), y las B endorfinas aumentan la migracion de neutroﬁlos
(Slmpklns y cols., 1984), estimulan la qulmlotax1s de células mononucleares (Van Epps y cols.,
1984) e incrementan la actividad NK pero no modlﬁcan la citotoxicidad celular mediada por
antlcuerpo (Froehch y cols 1984) Ademés IL-1 e IL-6 pueden ser producidas en hipéfisis a
nivel de células fasciculoestrelladas (Smith y cols 1992).

Los glucocorticoides son los productos finales del eje HHA y actian como mediadores
cruciales de la interaccion entre el sistema inmune y el endocrino. Ejercen un control negativo en
la secrecion de péptidos del eje HHA. Inhiben la sintesis tanto basal como estimulada de ACTH,
B endorfina y CRF, actuando tanto a nivel hipofisario como hipotalamico.

Los efectos sobre el sistema inmune son extremadamente diversos. Por su efecto inmu-
nosupresor no especifico han sido utilizados en el tratamiento de enfermedades autoinmunes y
para prevenir el rechazo en casos de transplante de aloinjertos. Puede decirse que son

mediadores pleiotropicos por excelencia y que son capaces de reproducir mecanismos implicados
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en cada uno de los niveles del proceso de tolerancia, tales como deleccién, anergia e
inmunosupresion (Wick y cols., 1993).

En cuanto a su mecanismo de accion se piensa que como otras hormonas esteroideas
actiian influenciando la transcripciéon génica. Tras penetrar la membrana celular se unen a un
receptor proteico especifico citosélico dando lugar a cambios conformacionales en su molécula.
El complejo hormona receptor es traslocado al niicleo uniéndose a secuencias sensibles de DNA
cromosomico, iniciando la transcripcion de DNA en nuevos RNA mensajeros. Estos retornan al
citoplasma uniéndose a ribosomas y sirven para la sintesis de nuevas proteinas (O' Malley 1984).
Podrian por tanto ejercer su efecto inmunosupresor activando o bloqueando genes que codifican
para moléculas que son relevantes en la inmunorregulacion (Wick y cols., 1993).

A la hora de valorar sus efectos inmunosupresores es importante considerar que no todos
las especies son igualmente sensibles y ser cautos al extrapolar los efectos en distintos animales a
lo que ocurre en el humano. Por otra parte hay que considerar las dosis utilizadas, ya que en
ocasiones se emplean in vitro dosis suprafarmacoldgicas que serian inaceptables in vivo.

Cuando se administran en dosis Ginica en humanos provocan alteracion de los leucocitos
circulantes, causando monocitopenia y linfopenia, siendo los linfocitos T, sobre todo los T helper
deplecionados en mayor cantidad que los B (Fauci y Dale 1974). Esta linfocitopenia es en parte
debida a redistribucion de los linfocitos circulantes hacia otros compartimentos linfoides, sobre
todo médula 6sea (Fauci 1975). Pero también se ha observado en mamiferos y en pollos que los
glucocorticoides inducen muerte celular programada, apoptosis, en distintas células del sistema
inmune, dependiendo de su estadio madurativo, de su estadio de actividad y de la concentracion
de linfocinas (Iwata y cols., 1991; Iseki y cols., 1991). La induccién de apoptosis es receptor
dependiente y puede ser bloqueada por antagonistas esteroideos y supone la activacion de genes
que codifican para endonucleasas que provocan la fragmentacion del DNA (Caron-Leslie y cols.,
1991; Schwartzman y cols., 1991). Algunas citocinas pueden inhibirla de tal forma que la IL-2
rescata a los timocitos y las Thl y la IL-4 contrarresta la apoptosis inducida por glucocorticoides
en las Th-2.

Los linfocitos T parecen mas sensibles a los efectos de los glucocorticoides que los B,
existiendo escasos datos y discordantes de la accién sobre estos ultimos. Esta discordancia
podria ser debida a la distinta sensibilidad de las diferentes especies, los linfocitos B humanos
parecen relativamente resistentes, y a la distinta repercusion segun el estadio madurativo.

La mayoria de los trabajos realizados indican un efecto inhibitorio de los glucocorticoides
sobre la actividad NK, pero el mecanismo por el que esto ocurre no ha sido aclarado, pudiendo
actuar directamente a nivel celular o provocando cambios en las subpoblaciones linfocitarias. Si
ha sido demostrado que los glucocorticoides antagonizan el aumento de actividad NK inducido
por IFNy (Cavallo y cols., 1986).

Los efectos inhibitorios sobre los monocitos y los macrofagos operan tanto directamente
a nivel celular como modulando la secrecion de linfocinas que afectan su funcién (Bateman y
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cols., 1989). A dosis suprafisiologicas inhiben el procesamiento y presentacion del antigeno por
parte de los macrofagos a las células T (Hirchberg y cols., 1982).

En cuanto a sus efectos sobre las citocinas, los glucocorticoides afiadidos a dosis
farmacolégicas a cultivos de monocitos inhiben la produccion de IL-1 (Snyder y Unanue, 1982).
Inhiben la produccion de IL2, la proliferacion de células T inducida por mitégenos y la capacidad
citolitica de los linfocitos T en cultivo mixto de linfocitos (Gillis y cols., 1979). En este sentido
pueden simular mecanismos de anergia ya que bloquean la transcripcion del gen de IL-2 que es
esencial para la proliferacion de T helper a partir de Thl. De hecho uno de los mecanismos de
anergia es llevado a cabo por células CD4+Thl que selectivamente han silenciado la
transcripcion del gen de IL2 (Schwartz y cols., 1990). Bloquean la produccion de IFNy por los
linfocitos T (Guyre y cols., 1981) y contrarrestan la expresion aberrante de moléculas de MHC
inducida por interferon (Fertsch-Ruggio y cols., 1988).

Modifican la respuesta de células T de Thl inflamatoria a Th2 moduladora (Daynes y
Araneo 1989). Esto puede ser importante en el control de las enfermedades inflamatorias ya que
las Th2 antagonizan a las Thl y se produce un cambio de secrecion de linfocinas proin-
flamatorias como IL2 e IFNy a IL4 que antagoniza IL2 en muchos sistemas (Barcena y cols.,
1991) e IL10 que inhibe la secrecion de IL2 e IFNy por Th1 (Fiorentino y cols., 1991).

El tono endégeno de glucocorticoides podria regular la deleccion clonal de células T en
respuesta a superantigenos. De tal forma que la deleccion de células T Vbeta+ que ocurre tras la
administracion de un superantigeno como la enterotoxina B del staphilococus aureus, es
bloqueada si se aplican simultdneamente dosis saturantes de un antagonista como el RU486 y sin
embargo aumenta tras la administracion de dosis altas de dexametasona (Gonzalo y cols., 1993).

Como hemos dicho con anterioridad la relacion existente entre el sistema inmune y el eje
HHA no hace solo referencia a los procesos de inhibicion o estimulacion entre sus productos,
sino que alteraciones en el didlogo entre ambos han sido implicadas en el posible desarrollo de
procesos autoinmunes.

Esto se hace sobre todo evidente en algunos modelos animales que reproducen de forma
espontanea alguna de estas enfermedades. Es el caso de una cepa de pollos (Obese Strain, OS),
que desarrolla una tiroiditis autoinmune y constituye un modelo animal de tiroiditis de
Hashimoto. Cuando se compara a estos con pollos White Leghorn (NWL) se observa que los
niveles totales de glucocorticoides en sangre son iguales y no se han encontrado diferencias a
nivel de receptor, pero en la cepa OS existe un tono endogeno de glucocorticoides disminuido
debido a un aumento de los niveles de CBG (Faessler y cols., 1986), lo que supone una menor
cantidad de cortisol libre que es la forma biologicamente activa. Por otra parte presentan una
menor elevacion de los niveles de corticosterona tras la inyeccion de IL-1 que podria estar en
relacion con la presencia de un virus endogeno (ev) que es especifico de OS (Ziemecki y cols.,
1988).

En modelos de ratén que desarrollan una enfermedad similar al lupus eritematoso

sistémico (LES) humano tales como los MRL/Mp-Ipr lpr se ha observado alteraciones en la
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capacidad de producir citocinas que pueden estimular la liberacion de glucocorticoides tales
como IL1, IL6 y TNFo (Donelly y cols., 1990, Yoshizaki y cols., 1992) tras la inyeccion
intraperitoneal de LPS (Jacob y cols., 1990).

Las ratas Lewis que son susceptibles a la inducciéon de distintas enfermedades
autoinmunes, entre ellas una encefalomielitis alérgica experimental por inmunizacién con
proteina basica de mielina (MBP), se recuperan espontaneamente de la paraparesia central que
sufren en cuatro o cinco dias (Hinrichs y cols., 1981). Esta recuperacion podria ser debida a una
aumento del nivel de corticoides, que es elevado durante la enfermedad y se incrementa cuando
revierte la paraparesia. Sin embargo no tiene lugar en animales adrenalectomizados y si ocurre
cuando se reponen dosis suficientes (Levine y cols., 1980, Macphee y cols., 1989).
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ASPECTOS AUTOINMUNES DE LA ENFERMEDAD DE ADDISON

La enfermedad de Addison "idiopatica" es
un proceso autoinmune, de caracter cronico,
caracterizado por la destruccion de la célula
adrenocortical. Puede presentarse de forma
esporadica, familiar o formando parte de los
sindromes poliglandulares autoinmunes tipos
Iy II (tabla IV).

Como es sabido el punto central de
la respuesta inmune es el reconocimiento del
antigeno procesado por parte del TCR. En
esta interaccion existe la capacidad de
discriminar los antigenos propios de los no
propios y de generar respuestas especificas y
no especificas. Los mecanismos intrinsecos
por los que el sistema inmune de repente
reconoce los antigenos propios y los ataca
no son del todo bien conocidos.

Las enfermedades autoinmunes
ocurren cuando se pierde la tolerancia ante
antigenos propios y el sistema inmune es

incapaz de discriminarlos como tales.

Tabla IV. Enfermedades que pueden presentarse
asociadas.

Sindrome poliglandular autoinmune
tipoI
Hipoparatiroidismo
Candidiasis mucocuténea cronica
Insuficiencia adrenal
Fallo gonadal
Hipotiroidismo
Diabetes mellitus insulindependiente
Ofras: Sindromes de malabsorcion, alopecia
total o areata, hepatitis crénica activa, anemia
pemniciosa, vitiligo.
tipo IT
Insuficiencia adrenal
Enfermedad autoinmune tiroidea
Diabetes mellitus insulindependiente
Fallo gonadal
Otras: vitiligo, alopecia, anemia perniciosa,
miastenia gravis, sindrome de Sj6gren,
artritis reumatoide, plirpura trombo-
citopénica autoinmune
Enfermedad neurolégica
Adrenoleucodistrofia
Adrenomieloneuropatia
Sindrome POEMS
Polineuropatia
Organomegalia
Endocrinopatia: Insuficiencia adrenal,
hipogonadismo .
Proteina M
Cambios en la piel

Son claramente multifactoriales en su origen y factores genéticos, constitucionales y

elementos del entorno intervienen en su desarrollo (Mc Gregor y cols., 1990).

En este apartado revisaremos la histopatologia, los autoanticuerpos, autoantigenos, la

autorreactividad mediada por células y los aspectos inmunogenéticos que han sido implicados en

el desarrollo de la enfermedad de Addison idiopatica.

Histopatologia

En la enfermedad de Addison idiopatica o adrenalitis autoinmune, la glindula adrenal

aparece disminuida de tamafio, con la cortical adelgazada y sustituida por tejido fibroso. A
diferencia de la adrenalitis tuberculosa en la que toda la glandula esta afecta, la médula
permanece indemne al proceso destructivo. La escasas células corticales estan dispersas entre el
tejido fibroso formando pequefios grupos que han sido denominados "nédulos de regeneracion”.
Destaca la infiltracion por células mononucleares, pero no es un hecho especifico de esta
enfermedadh (Petri y Nerup, 1971). Hayashi y cols., encontraron esto mismo en autopsias de
pacientes fallecidos por otras patologias sobre todo en individuos ancianos. Por técnicas de
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inmunohistoquimica observaron que el 5% de las células mononucleares que infiltraban la
adrenal eran linfocitos CD22+, marcador de células B, y el 80% eran linfocitos T CD3+, de los
cuales el 70% eran CD4+y el 12.5% eran CD8+. Casi el 50% de los linfocitos T eran HLA clase
II positivas (Hayashi y cols., 1989).

Como hemos visto anteriormente las moléculas de clase II del sistema mayor de
histocompatibilidad (MHC) humano (HLA) se expresan en la superficie de distintas celulas,
particularmente linfocitos B, linfocitos T activados, macréfagos, células dendriticas y células
endoteliales, y actian facilitando la presentacion del antigeno a la célula T. Se ha propuesto que
una expresion aberrante de moléculas de clase II podria ser un punto clave en el inicio de la
autoinmunidad organoespecifica (Botazzo y cols., 1983). La presencia de estas moléculas podria
convertir a la célula epitelial en célula presentadora de antigeno, capacitindola para presentar un
autoantigeno a la célula T. Esto podria dar lugar a una reaccion autoinmune especificamente
dirigida contra la célula epitelial clase II positiva. En apoyo a esta hipOtesis se ha evidenciado
expresion de moléculas de MHC clase II en tireocitos de pacientes con enfermedad autoinmune
tiroidea (Pujol Borrell y cols., 1983) y en células B de pacientes con diabetes mellitus
insulindependiente (Botazzo y cols., 1985 y Foulis y cols., 1986). Pero por otra parte también se
ha encontrado expresion de estas moléculas en células epiteliales normales (Natali y cols., 1981;
Hart y cols., 1981). El mecanismo intrinseco que desencadena la expresion aberrante no es bien
conocido, pero se sabe que puede ser inducido por citocinas que podrian ser liberadas por
linfocitos T del infiltrado inflamatorio que aparece en fases iniciales en algunos procesos
autoinmunes. El IFNy por ejemplo produce un fenémeno similar en cultivo de tireocitos (Todd y
cols., 1985; Iwatani y cols., 1986) y sin embargo necesita la adicion de TNFo. para inducir esta
expresion en células de islote pancreatico cultivadas en las mismas condiciones (Pujol Borrell y
cols., 1987).

En cuanto al cortex adrenal, células normales de la zona reticular expresan
espontaneamente moléculas de clase II ( McNicol y cols., 1986; Khoury y cols., 1987). En un
estudio de autopsias de 14 pacientes con enfermedad de Addison idiopatica, en 8 casos la
mayoria de las células corticales que habian sobrevivido al proceso destructivo expresaban
moléculas de clase II con una variacion del 50 a casi el 100%, pero sélo una minoria de los
linfocitos las expresaban. En los 6 casos restantes existia una completa atrofia, sin cortex residual
y escasa o nula inflamacion. En glandulas adrenales normales de pacientes que habian fallecido
de otras causas, solo se observo positividad en el 10% de las células y pertenecian a la zona
reticular. En el caso de glandulas tuberculosas se observé positividad en células adyacentes a los
focos de necrosis caseosa (Jackson y cols., 1987). Estos autores suponen que esta expresion
aberrante no seria un factor iniciador en el desarrollo de la adrenalitis autoinmune sino que seria,
al menos en parte, debida a los efectos de distintas citocinas liberadas por las células del
infitrado inflamatorio. Sin embargo otros piensan que una mayor expresion de moléculas de clase
II que afecta a las tres capas de la corteza y no solo a la reticular, deberia ser considerada como
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"inapropiada" mas que "fisiologica" y podria estar implicada en el desarrollo del proceso
autoinmune (Wulffrat y cols., 1992).

Autoanticuerpos

Los autoanticuerpos dirigidos contra el cortex adrenal son considerados como
marcadores de la adrenalitis autoinmune ya que generalmente estan ausentes en otras causas de
enfermedad de Addison (Irvine y Barnes 1975). Han sido detectados también en sujetos que no
padecen esta enfermedad, sobre todo en pacientes con procesos autoinmunes organoespecificos
y son raramente detectables en individuos normales (Nerup, 1974).

Cuando aparecen sin insuficiencia adrenal podrian ser marcadores de proceso autoinmune
dirigido contra la adrenal y conferir riesgo de desarrolllo de enfermedad evidente (Betterle y
cols., 1983). De hecho actualmente se considera que las enfermedades autoinmunes son
procesos cronicos con un largo periodo subclinico, caracterizado sélo por la presencia de
autoanticuerpos circulantes caracteristicos de cada caso (Eisenbarth, 1986).

Betterle y cols. estudiaron durante tres afios la posibilidad de desarrollo de enfermedad
de Addison en pacientes con anticuerpos antiadrenal, detectados mediante técnica de inmuno-
fluorescencia indirecta. Se produjo insuficiencia adrenal manifiesta en el 41% de los casos y en el
18% aparecia disfuncion subclinica, encontrando correlacion entre la presencia de HLA B8 y el
desarrollo de enfermedad evidente. Establecieron cuatro estadios de deterioro funcional en los
pacientes observados: Estadio 1 caracterizado por aumento de actividad de renina plasmatica
con niveles de aldosterona normales o bajos. Estadio 2 con escasa respuesta de cortisol tras la
administracion de ACTH. Estadio 3 con niveles de ACTH aumentados. Estadio 4 con niveles
disminuidos de cortisol. Los autoanticuerpos permanecian positivos con niveles fluctuantes a lo
largo de la evolucion hacia la enfermedad clinica. Sin embargo una vez desarrollada, los titulos
disminuian progresivamente llegando en algunos casos a desaparecer. Ninguno de los pacientes
mostrd regresion de la disfuncion adrenal considerando los autores que el dafio glandular es un
proceso cronico, progresivo e irreversible (Betterle y cols., 1988). Otros autores, sin embargo,
si han encontrado casos de remision espontanea en fases precoces de insuficiencia adrenocortical
subclinica y consideran que s6lo cuando los anticuerpos antiadrenal estin presentes de forma
persistente y a titulos elevados pueden ser considerados como marcadores premonitorios de
enfermedad. El hecho de haber més remisiones entre pacientes que habian sido tratados con
esteroides por otros motivos podria suponer que estos serian capaces de inducir la desaparicion
de autoanticuerpos con recuperacion de funcion adrenocortical normal (De Bellis y cols., 1993).

Diversas técnicas han sido utilizadas para detectar la presencia de anticuerpos contra
distintos antigenos adrenales. Fundamentalmente test de fijacion de complemento, inmuno-
fluorescencia indirecta, inmunoblotting, estudios de fraccionamiento celular y ELISA. Mediante
esta ultima se detectan anticuerpos antiadrenales hasta en el 80% de los pacientes con adrenalitis
autoinmune (Stechemeser y cols., 1985). Pero no esta del todo claro el papel que ejercen en la
patogénesis de la enfermedad.
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Los anticuerpos antiadrenales pueden ser agrupados en anticuerpos anticitoplasma,
anticuerpos dirigidos contra la superficie de la célula adrenal y anticuerpos contra el receptor de
ACTH. |

Anticuerpos anticitoplasma. Estan presentes en el 30 a 75% de los pacientes con
enfermedad de Addison idiopatica (Irvine y Barnes 1975). Han sido detectados por distintas
técnicas, pero la mas empleada ha sido la inmunofluorescencia indirecta. (Stechemaser y cols.,
1985). Fundamentalmente corresponden a IgG. Son muy especificos apareciendo s6lo en 0.1 a
0.2% de los controles sanos (Nerup y cols., 1974). No han sido detectados en pacientes con
insuficiencia adrenal de origen hipofisario (Nerup y cols., 1974). Ni tampoco en pacientes con
enfermedad de Addison de etiologia tuberculosa (Pousset y cols., 1970). Se han encontrado
aunque con baja prevalencia en pacientes con diabetes mellitus insulinodependiente, con
enfermedad tiroidea autoinmune y procesos relacionados (Neufeld y cols., 1980; Sotsiu y cols.,
1980). Aparecen en mas del 25% de los pacientes con hipoparatiroidismo idiopatico (Spinner y
cols., 1968).

Anticuerpos contra la superficie de la célula. Los antigenos microsomales podrian
presentarse a nivel de la superficie celular ya que los microsomas se fusionarian con la membrana
citoplésmica por exocitosis como ocurre con las células tiroideas (Khoury y cols., 1981a). De
hecho se ha descrito la presencia de anticuerpos antimicrosomales unidos a la superficie de la
célula adrenal en cultivo en monocapa (Khoury y cols., 1981b).

Estos autoanticuerpos podrian inducir efectos citotoxicos directos. Su unidén a la
superficie de la célula podria provocar su fagocitosis o inducir la activacion de la cascada del
complemento. La célula podria también ser atacada por monocitos y células NK que se unen al
fragmento Fc de la inmunoglobulina dando lugar a citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC). Sin embargo la presencia de estos anticuerpos en pacientes sin enfermedad
de Addison manifiesta supondria que no serfan responsables de su desarrollo y que otros
mecanismos inmunologicos deben estar implicados (Wulffraat y cols., 1992).

Anticuerpos contra el receptor de ACTH. En distintas endocrinopatias autoinmunes
han sido descritos anticuerpos contra el receptor del factor hipofisario correspondiente. Pueden
actuar simulando o bloqueando su efecto, dando lugar a hiper o hipofuncion. Es el caso, entre
otras, de las Igs estimulantes de tiroides (TSI) en la enfermedad de Graves y las que bloquean el
receptor de TSH o de FSH en la atrofia tiroidea o el fallo ovarico respectivamente.

La posibilidad de que anticuerpos contra el receptor de ACTH en la superficie celular
jueguen un papel importante en el desarrollo de la enfermedad de Addison, ha sido descrita por
dos grupos distintos (Kendall-Tylor y cols., 1988, Wulffraatt y cols., 1989). Los primeros
observaron que IgGs de un paciente con sindrome poliglandular tipo I inhibian la secrecién de
cortisol estimulada por ACTH en cobaya. Los segundos encontraron anticuerpos capaces de
bloquear la sintesis de cortisol inducida por ACTH y la sintesis de DNA en cobaya, en 23 de 25
pacientes con enfermedad de Addison idiopatica.
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Sin embargo Wardle y cols., encuentran que IgGs de sélo 2 de 25 pacientes tienen un
efecto inhibitorio y so6lo parcial en la bioactividad de ACTH in vitro (Wardle y cols., 1993). Esto
podria ser debido a una falta de afinidad de los anticuerpos por sus receptores. Por otra parte se
han encontrado anticuerpos contra el receptor de ACTH en otras alteraciones adrenales , en
concreto en un paciente con enfermedad de Cushing y en otro con nddulos adrenales, asi como
en pacientes con hipotiroidismo (Wulffraat y cols., 1992).

Lo anteriormente descrito supone que el papel patogénico de estos anticuerpos es
incierto y que probablemente sean diversos factores autoinmunes los que den lugar al desarrollo
de la enfermedad.

Autoantigeno

La naturaleza exacta del autoantigeno implicado en el desarrollo de la enfermedad de
Addison es por el momento desconocida.

Datos iniciales evidenciaron que los anticuerpos antiadrenales se unian a fracciones
subcelulares adrenales enriquecidas en citocromo reductasa y 5' nucleotidasa (Bright y Singh
1990). Y reaccionaban con una proteina especifica de 55 KDa (Furmaniak y cols., 1988).

Mediante western blot se observd que los anticuerpos antiadrenal y los anticuerpos
contra 21 hidroxilasa recombinante reaccionaban con la proteina de 55 KDa. Por técnicas de
absorcion se evidencid que se trataba de la misma proteina, indicando que la 21 hidroxilasa seria
un autoantigeno principal implicado en el desarrollo de la enfermedad de Addison que comienza
en el adulto (Bednacek y cols, 1992). Otros autores han publicado resultados similares
(Winquist y cols., 1992; Baumann-Antczak y cols., 1992).

En un estudio reciente sobre el lugar de union del anticuerpo a este autoantigeno se
observa que la fraccion N terminal no esta involucrada y que la zona central y la regién C
terminal interactiian para conformarlo (Wedlock y cols., 1993).

En las formas precoces de Addison, que en su mayoria estan asociadas con
hipoparatiroidismo y candidiasis mucocutanea constituyendo el sindrome poliglandular tipo I,
parece que el autoantigeno seria la 17 hidroxilasa (Krohn y cols., 1992). Aunque también se han
detectado autoanticuerpos contra la 21 hidroxilasa (Uibo y cols., 1994a; Song y cols., 1994;
Colls y cols., 1995) y contra otros miembros de la familia del citocromo P450 denominados
P450 side chain cleavage enzyme (P450 scc) (Khron y cols., 1992; Winqvist y cols., 1993; Uibo
y cols., 1994a; Uibo y cols., 1994b). Ademés existen datos que sugieren que una proteina de 51
KDa por el momento no identificada también podria actuar como autoantigeno (Velloso y cols.,
1994).

Aspectos inmunogenéticos. Asociacion con HLA.

Estudios genéticos han demostrado que existen distintos grados de asociacion entre
diferentes enfermedades autoinmunes y la presencia de determinados antigenos HLA. La
diabetes mellitus insulinodependiente esta fuertemente asociada con HLADR 3 y/o HLADR 4 ¢
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incluso ain mas con algunos alelos de HLADQ (Truco y cols., 1989); sin embargo, la asociacién
existente en otras enfermedades autoinmunes organoespecificas es mucho mas débil.

En la enfermedad de Addison idiopatica el HLABS fue el primer antigeno del sistema
mayor de histocompatibilidad asociado en caucasicos, con un riesgo relativo de 8.3 (Thomsen y
cols., 1975). En un estudio europeo en 34 pacientes, s6lo DR3 estaba correlacionado
significativamente con la enfermedad, con un riesgo relativo de 3.4. Esta asociacién era mas
fuerte si existia ademas otra endocrinopatia autoinmune (Latinne y cols., 1987). En Estados
Unidos en 34 pacientes encontraron asociacion con DR3 y DR4 con un riesgo relativo de 12.1 y
8.9 respectivamente y 46.8 si concurrian ambos; estos resultados seguian siendo significativos si
se excluian los pacientes que padecian también diabetes mellitus insulinodependiente (MacLaren
y cols., 1986).

Wheetman y cols. estudiaron la asociacion con DR, DQB o DPB en 33 pacientes
caucasicos encontrando correlacion con HLA DR3, DQw2 y DPB1. La mayor frecuencia de
estos dos Gltimos probablemente refleja la asociacion de esta enfermedad con DR3, ya que estos
alelos van unidos en la poblacion caucésica. La falta de asociacion con DR4 la atribuyen a que en
el estudio americano un 30% de los pacientes tenian un sindrome poliglandular tipo I; mientras
que en el realizado por ellos cuando existian endocrinopatias asociadas pertenecian al grupo II
(Wheetman y cols., 1991).

En cualquier caso la asociacion con HLA es débil y los datos obtenidos no son aplicables
a todos las formas aparentemente similares de enfermedad de Addison autoinmune.

Linfocitos T

Posiblemente solo la combinacién de distintos factores autoinmunes dé lugar a la
insuficiencia adrenal.

La respuesta celular a antigenos adrenales fue descrita por primera vez por Nerup y
Bendixen en 1969. Posteriormente han sido realizados distintos estudios aunque sin obtener
datos concluyentes. En test de hipersensibilidad cutanea realizados a pacientes con Addison
autoinmune se encontré hipersensibilidad retardada positiva a antigenos adrenales (Nerup y
Bendixen, 1969).

El porcentaje de linfocitos T activados, que expresan moléculas de MHC clase II, en
células mononucleares de sangre periférica en pacientes con enfermedad de Addison idiopatica
de larga evolucion es similar a los controles. Sin embargo en pacientes con enfermedad de
reciente diagnostico estaba aumentado (Rabinowe y cols., 1984).

También se ha sugerido la existencia en estos pacientes de un defecto especifico de los
linfocitos T supresores (Fairchild y cols., 1980; Verghese y cols., 1980), dato que ha sido
encontrado en otras endocrinopatias autoinmunes.

Pocos datos existen sobre el efecto directo de las citocinas sobre la glandula adrenal.
Como hemos visto en otro apartado, el eje hipotalamo hipofisoadrenal esta influenciado por
ellas, sobre todo IL1 , y podrian controlar aunque indirectamente la funcion de estas glandulas.
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Es evidente que el conocimiento de los mecanismos patogénicos implicados en el
desarrollo de la enfermedad de Addison autoinmune es todavia escaso. Probablente su
comprension produciria un avance en el entendimiento de las complejas interacciones que

ocurren en la autoinmunidad organoespecifica.
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OBJETIVOS

La enfermedad de Addison "idiopatica" es un proceso de patogenia inmunoldgica en el que se
afecta de forma preferencial con expresion clinica la célula adrenocortical, con la consiguiente
insuficiencia funcional de este 6rgano. Las alteraciones del sistema inmune que provocan la destruccion
tisular son solo parcialmente conocidas. Se han detectado anticuerpos frente a antigenos de estas
células que pueden desempefiar un papel relevante. Esta anomalia del compartimento linfocitario B
parece asociarse a alteraciones del T. Sin embargo, la informacion existente sobre el posible papel de
los linfocitos T es muy escasa. La globalidad del sistema inmune unida a la complementaridad
funcional que existe entre sus componentes y a la recirculacién de células y moléculas confieren un
caracter sistémico a sus alteraciones.

En este trabajo hemos estudiado las alteraciones del compartimento linfocitario T en la
enfermedad de Addison de etipopatogenia autoinmune utilizando como controles pacientes con
enfermedad de Addison de etiologia tuberculosa y donantes voluntarios sanos. Para ello nos

planteamos los siguientes objetivos:

1. Anilisis de la respuesta proliferativa de los linfocitos T frente a mitogenos policlonales

(fitohemaglutinina, anti CD3, ésteres de forbol), en presencia o ausencia de IL-2.

2. Estudio fenotipico de las subpoblaciones linfoides presentes en sangre periférica.

3. Determinacion de la produccion de distintas citocinas tras estimulo mitogénico.

4. Produccién de apoptosis tras activacion policlonal.
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1. MATERIALES Y REACTIVOS
Los materiales y reactivos empleados para la realizacion de los estudios en pacientes y

controles se detallan a continuacion;

1.1 Materiales

Placas estériles de cultivo de 24 6 96 pocillos de fondo plano o fondo redondo (Costar, Cambridge,
MA., USA), (Greiner, Soria Greiner, Madrid, Espafia).

Placas Dynatec Microelisa de 96 pocillos de fondo plano (Greiner, Soria Greiner, Madrid, Espafia).

Placas no estériles de 96 pocillos de fondo redondo (Limbro Scientific Inc., Hadem, Co. USA).

Frascos estériles de cultivo de 25 y 250 ml (Costar, Cambridge, MA., USA).

Tubos de cultivo de 16 x 100 mm (Nunclon, Nunc, Dinamarca).

Pipetas de cristal de 1, S y 10 ml, estériles.

Pipetas Pasteur de un sélo uso (Brand, Alemania).

Pipetas de volumen ajustable Piptman P de 20, 200, 1000 y 5000 ml (Gilson, Francia).

Eppendorf multipipeta 4780 (Hamburgo, Alemania).

Puntas estériles Eppendorf (Hamburgo, Alemania).

Puntas de propileno virgen, estériles (Daslab, Madrid, Espatfia).

Tubos de plastico de 5, 10 y 50 ml estériles.

Tubos no estériles de plastico de 3 ml (Indubages, S.A., Manresa, Espafia).

Bomba de aire para pipeteo, Pipetus (Flow Lab., Alemania).

Filtros estériles de 22 nm Millex-GS (Millipore, Molshein, Francia).

Portaobjetos y cubreobjetos de cristal (Hirschman, Alemania).

Céamara de contaje Neubauer (Saaringia, Alemania).

Céamara de flujo laminar vertical Gelaire TC 48 (Flows labs., Alemania).

Estufa de cultivo de CO, Napco digital 6100 (National Appliance Co., Portland, USA).

Colector de cultivos SKATRON AS (Flow Lab. Lierbayen, Noruega).

Contador beta. Betamatic (Kontron).

Centrifuga refrigerada Beckman. G.P.R. (UK).

Congelador de -30°C (Selecta, Tarrasa, Espafia).

Congelador de -70°C (Selecta, Tarrasa, Espafia).

Incubadora de agua de 37°C con agitacion continua (Selecta, Tarrasa, Espafia).

Microscopio Olympus CHS-2 (Olympus, Tokyo, Japén).
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Citofluorimetro de flujo FACScan (Becton Dickinson, Mountain View USA).
Lector de Enzimoinmunoanalisis Multititer Plus.

Sistema Procolor premier.

1.2. Reactivos utilizados en la separacion e identificacion de subpoblaciones celulares
Heparina Leo (Lab. Leo, Madrid, Espafia).
Suero salino fisiologico (SSF) Apiroserum clorurado simple (Ibys, Madrid, Espafia).
Limphoprep (Ficoll-Hypaque) (Nyegaard Co, Oslo, Noruega).
Azul Tripan (Flucke AG., Buchs SG., Alemania).
AET (2-Aminoetilisotio uranio bromidio) (Sigma).
Hematies de carnero de la finca experimental del "Encin" en Alcald de Henares. Los hematies se
extrajeron por puncion yugular y se diluyeron vol/vol en condiciones de esterilidad en solucidn de
Alservers (Dextrosa 20.1 g, citrato sddico 9.1 g y cloruro sodico 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 solucion de AET (2 g en 50 ml de agua destilada y ajustando el pH a 9 con NaOH 10 N),
incubandose 15 minutos a 37°C; se lavaron con SSF y se diluyeron finalmente al 12% en medio RPMI.
AcMo (Becton Dickinson Mountain View, USA): anti-Leu 5b (CD2), anti-Leu 4 (CD3), anti-Leu 3a
(CD4), anti-Leu 2a (CD8), anti-Leu 12 (CD19), anti-KLH, anti-Leu 11b (CD16), anti-Tac (CD25),
anti-DR, anti-receptor de la transferrina (CD71), anti-HLE 1 (CD45), anti-Leu M3 (CD14), anti-Leu
18 (CD45RA), anti UCHL-1 (CD45R0), anti-Leu 19 (CD56) (Caltag Laboratories, So. San
Francisco, CA, USA): CD2, CD3,CD4,CD8 y CD19.
Conjugado de Estreptavidina-peroxidasa (Genzyme Co. Boston, USA).
Tween 20 (Genzyme Co., Boston, USA).
OPD (Orto fenil fosfato) (Genzyme Co., Boston, USA).
PBS.
H,SO,4 2N.
Tripsina (Sigma)
TIoduro de Propidio
Detergente Nonidet P40.
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1.3. Reactivos utilizados en cultivos celulares
Medio completo preparado a partir de: RPMI-1640 (Microbiological Associates, Walkersville, MD,
USA) suplementado con 1% de L-Glutamina 200 mM (Flow Lab., Irvine, California, USA) y 0.5% de
Hepes, 1 M (Flow Lab., Irvine, California, USA).

Suero bovino fetal (FCS) (Gibco, Grand Island, NY, USA).

Medio de cultivo: se utilizd medio completo al que se afiadi6 suero bovino fetal o suero autdlogo al
10 %. Todos los sueros fueron descomplementados por calentamiento a 57°C durante 45 minutos.

Fitohemaglutinina M (PHA) (Difco Lab., Detroit, Mi., USA).

Forbol-miristato-acetato (PMA, Sigma, MO, USA).

AcMo anti-OKT3 (Ortho-mune, Orthodiagnostic System, NJ, USA).

Interleucina 2 humana recombinante (rhIL-2) (Hoffinan La Roche Inc., Nutley, USA).

Tritio metil-’H timidina. Actividad especifica 1 mCu/ml. (Amersham inter., UK).

Solucion de centelleo Opticint "hisafe" (FSA, Leics, UK).

Mezcla antibidtica. Se afiadié al medio de cultivo: Ampicilina sédica, 10 mg/ml (Britapen, Beecham
A., Toledo, Espafia), sulfato de gentamicina, 1.6 mg/ml (Tamadit Lab., Dr. Esteve SA., Madrid,
Espafia) y anfotericina B, 0.5 mg/ml (Fungizona, Squibb, Esplugues, Barcelona, Espafia).

2. POBLACION OBJETO DE ESTUDIO.

El presente trabajo fue realizado en una muestra de 25 pacientes diagnosticados de enfermedad
de Addison. En 16 la etiologia era autoinmune (AA). En los 9 pacientes restantes el origen era
tuberculoso (AT).

El diagnostico de enfermedad de Addison se realiz6 en base a la existencia de datos clinicos y
bioquimicos caracteristicos con ausencia de respuesta a la infusion de ACTH (ver diagnostico).

En todos los pacientes se confeccionaron protocolos que incluian: filiacion, antecedentes
patologicos y terapetticos, tiempo de evolucion de la enfermedad, presencia de otras enfermedades
autoinmunes o endocrinopatias asociadas, antecedentes familiares de patologia autoinmune, prueba de
Mantoux, determinacion de anticuerpos antiadrenales, radiografia de térax, tamafio de la adrenal en la

tomografia computadorizada, existencia de calcificaciones adrenales y tratamiento.
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El diagnostico de enfermedad de Addison autoinmune se basé en la eliminacion de otras
causas de destruccién adrenal. Para ello tuvimos en cuenta los siguientes criterios de exclusion:
(Nerup, 1974; Deftosy cols., 1987):

a) Historia personal y/o tratamiento de tuberculosis.

b) Evidencia de tuberculosis diseminada, extrapulmonar.

¢) Evidencia de calcificacion adrenal en la radiologia.

d) Presencia de signos de otras patologias que pueden afectar a la adrenal, como tumores,

amiloidosis...

Consideramos diagnostica la existencia de anticuerpos antiadrenales, dada su especificidad
(Ketchum y cols., 1984; Salvi y cols., 1988). Sin embargo su negatividad no fue excluyente puesto
que en otras series son positivos aproximadamente en el 55% de los casos (Irvine y cols., 1979;
Volpe, 1981; Eisenbarth y Jackson, 1992, Kong y Jeffcoate, 1994). Parece que su presencia disminuye
con el tiempo de evolucion de la enfermedad ya que al inicio pueden detectarse en el 85-90% de los
pacientes (Halperin, 1993). Este tltimo dato coincide con la frecuencia encontrada entre nuestros
pacientes.

También se valord como positiva para el diagnostico la presencia de datos personales o
familiares de enfermedades autoinmunes, siempre y cuando se cumplieran los criterios de exclusion de
otras causas.

En cuanto al diagndstico de enfermedad de Addison de etiologia tuberculosa tuvimos en
cuenta los siguientes criterios de exclusion:

a) Existencia de anticuerpos antiadrenal.

b) Presencia de signos de otras patologias que pueden afectar la adrenal, como tumores,

amiloidosis.

Y exigimos la presencia de al menos dos de los siguientes criterios de inclusion:

a) Presencia de calcificacion adrenal radiolégica, asociado o no a aumento de tamafio en la TC.

b) Positividad de la prueba de Mantoux.

c) Evidencia de diseminacion hematdgena de una tuberculosis.

d) Obtencion de material caseoso en la citologia obtenida por puncién cutanea lumbar con

aguja fina bajo control tomografico.

En todos los casos el tratamiento de la enfermedad de Addison consistia en glucocorticoidés
por via oral, en su mayoria con una dosis matutina y otra vespertina de hidrocortisona. En algunos

pacientes era necesario también el uso de 9¢ fluorhidrocortisona para su control. La extraccion de la
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muestra sanguinea se realizo siempre en ayunas, sin datos de existencia de proceso intercurrente que
pudiera descompensar la enfermedad y antes de tomar la dosis matutina de corticoides.
Como controles se utilizaron muestras procedentes de 19 voluntarios sanos, de edad y sexo

similares a los pacientes estudiados.

Tabla V. Caracteristicas de la poblacién objeto de estudio.

n° de paciente edad sexo tiempo de evolucion
(aiios) (aios)
ADDISON TUBERCULOSO

1 40 H 2
2 62 M 1

3 60 M 20
4 60 H RD*
5 49 H 20
6 67 M 25
7 38 M 7

8 64 M 10
9 54 M 10

ADDISON AUTOINMUNE

10 28 H 7
11 38 M 1
12 69 M RD
13 32 M 4
14 20 H 2
15 51 M 4
16 26 M 1
17 67 M RD
18 38 M 4
19 44 M 3
20 35 H 7
21 . 22 M RD
22 . 45 H RD
23 26 H RD
24 66 H 10
25 18 M 2

M:Mujeres; H:Hombres;*RD:Reciente diagnostico

Tanto pacientes como controles dieron su consentimiento informado al protocolo

experimental.
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Los datos de edad, sexo y tiempo de evolucion de la enfermedad de los pacientes, segin el

diagnostico se reflejan en la tabla V.
3. METODOS

3.1. Obtencioén de muestras bioldgicas

Sangre venosa. Las células mononucleares, tanto de los pacientes como de los controles,
fueron obtenidas a partir de sangre venosa extraida por puncion venosa antecubital. Se extrajeron 50
ml de sangre a los que se afiadieron 50 UI de heparina sodica y se diluyeron 1/1 (vol/vol) con suero
salino fisiologico (SSF). Todo ello se realizo en condiciones estériles. En algunos experimentos se
obtuvieron 10 ml adicionales de sangre que se dejaron coagular a temperatura ambiente, separandose

posteriormente el suero por centrifugacién a 600 x g durante 10 minutos.

Células mononucleadas humanas. Para el aislamiento de las células mononucleares de
sangre periférica (CMNSP) se procedio6 a su separacion del resto de los componentes de la sangre por
gradiente de densidad sobre Ficoll (Boyum y cols., 1968). Este método se basa en las diferencias de
densidad de la sangre humana. La sangre diluida y heparinizada se deposita cuidadosamente en un tubo
sobre un tercio de volumen de Ficoll-Hipaque. Después de centrifugar durante 45 minutos a 400 g, se
obtienen tres fases (eritrocitos, ficoll y plasma), separadas por dos interfases; la situada entre el Ficoll y
el plasma diluido contiene las CMNSP y se recoge aspirando con una pipeta Pasteur. Las células asi
obtenidas se resuspenden en SSF y se centrifugan a 400 g durante 10 minutos (proceso de lavado) y se
resuspenden en SSF. Esta operacion se repite tres veces, con el objeto de eliminar el Ficoll. En la

ultima de ellas se sustituye el SSF por medio completo.

3.2. Obtencion de poblaciones celulares CD2" purificadas.

La purificacion de linfocitos T se llevo a cabo mediante roseteo con hematies de carnero. Esta
técnica se basa en la presencia de un receptor en la membrana de los linfocitos T y las células NK, el
CD2, que forma rosetas con los hematies de carnero. Estas rosetas varian las caracteristicas fisicas del
linfocito, lo que permite separarlo del resto de las CMNSP mediante gradiente de densidad (Kamoun y
cols., 1981).
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Formacion de rosetas. Se mezcl6 la suspension de CMNSP a una concentracion de 5 x 10°
células por ml de cultivo con otra de hematies de carnero tratados previamente con AET (sustancia
que estabiliza las rosetas) (Madsen y cols., 1980) de forma que resultara una proporcidén aproximada
de 100 x 10° células mononucleares por cada 3 ml de solucién de AET-hematies de carnero al 12%.
Esta solucion se incuba a 37°C durante 5 minutos, se centrifuga a 180 g durante 5 minutos y se
mantiene a 4°C durante al menos 45 minutos para dar tiempo a la formacion de las rosetas. A
continuacion se resuspende cuidadosamente el precipitado para evitar la lisis de las rosetas y se vierte
con una pipeta de cristal, mediante bomba de aire, 10 ml de Ficoll en el fondo del tubo, para realizar un
gradiente de densidad. Se centrifugan a 400 g durante 30 minutos y se obtiene un pellet de células
formadoras de rosetas (E+ CD2+) situado en el fondo del tubo, mientras que las células no
formadoras (E-CD2-) se sitian en la interfase Ficoll-medio. Eliminamos todo el sobrenadante y

guardamos Unicamente el precipitado de rosetas.

Hemdlisis de las rosetas. Una vez separadas las rosetas del resto de las CMNSP se procede a
separar los linfocitos T de los hematies de carnero mediante la lisis selectiva de éstos al mezclarlos con
una solucién hipoosmoética compuesta por SSF y H,O (SSF:25%, H,O: 75%, v/v) durante 15
segundos. La lisis se interrumpe con la adicion de SSF hasta rellenar el tubo. Se centrifuga a 300 g
durante 10 minutos, se resuspenden en medio y se procede al recuento con azul tripan igual que en el

apartado de las CMNSP.

3.3. Recuento y estudio de viabilidad

En todas las suspensiones celulares se determiné la concentracion celular y la viabilidad
mediante la dilucion con Azul Tripan al 0,1% y recuento con microscopio en camara de Neubauer. El
porcentaje de células vivas se establecio por la capacidad de exclusion del colorante. S6lo se prosiguié

el experimento en aquellos casos en que la viabilidad celular fue superior al 95%.

3.4. Estudio inmunoldgico

3.4.1. Analisis fenotipico de las poblaciones celulares mediante citometria de flujo cuantitativa
(FACScan).

Los diferentes subtipos celulares obtenidos de las preparaciones de sangre periférica, asi como

la fiabilidad de la separacion se caracterizaron mediante la utilizacion de AcMo que reconocen
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proteinas de superficie especificas de cada subpoblacion (Milstein, 1986). Los AcMo utilizados,

subclases y denominacion CD se exponen en la tabla VI

Tabla VL. AcMo usados en este estudio.

CD* AcMo Poblacion celular Subclase de Fluorocromo
definida Ig¥
2 Leu-5b Células T, timocitos y NK,
receptor para los hematiesde ~ IgG2a FITC, PE
carnero (E). LFA-2
3 Leu-4 Células T y timocitos IgG1 FITC, PE, PerCP
IgG2a FITC, Tri-Color
4 Leu-3a Células cooperadoras / IgG1 FITC, PE, PerCP
inductoras, monocitos y 1gG2a FITC, Tri-Color
macrofagos
8 Leu-2a Células citotoxicas / supresoras IgGl FITC, PE, PerCP
IgG2a FITC, Tri-Color
14 Leu-M3 >84% Monocitos, algunos
granulocitos y monocitos 1gG2b PE
16 Leu-11c 80-90% Células NK, IgGl FITC, PE
macrofagos
19 Leu-12 Células B IgGl FITC,PE, PerCP
IgG2a FITC, Tri-Color
25 - Células By T activadas, IgG1 FITC, PE
macroéfagos
28 Subpoblaciones de células T IgG1 FITC
45 HLE-1 Leucocitos IgGl FITC
45RA Leu-18 C¢élulas B, subpoblaciones de
células T y monocitos IgG1 FITC
45RO Leu-45RO Células B, subpoblaciones de PE
cflulas T y monocitos y
macréfagos
56 Leu-19 >95% Células NK , <5% IgGl PE
células T
71 - Células T'y B activadas, IgG2a FITC
macrofagos, células
proliferando
Marcador de activacion sobre
- HLA-D 1gG2 FITC
' células CD3" y CD16* g

* Definidos en el quinto "Workshops on Human Leucocyte Differentiation Antigens".

1 Indica la subclase murina del AcMo.

Tincién con AcMo. Se empleo la técnica de inmunofluorescencia directa de doble o triple color,

utilizando AcMo marcados con fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), PerCP o Tri-Color. Se
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utilizaron las siguientes combinaciones de AcMo en los vexperimentos de doble color (FITC/PE/PerCP
o Tn-Color): CD45/CD14, CDI19/CD56/CD3, CD2/CD16/CD3, CDS57/CD56/CD3,
CD57/CD56/CD3, DR/CD56/CD3, CD45RA/CD45RO/CD4, CD45RA/ CD45RO/CDS,
CD11a/CD2/CD3, CD4/CD8/CD3, CD4/CD38/CD3, CD71/CD3/CD19, CD25/CD8/CD3,
CD4/CD25/CD19. Ademas los AcMo anti CD3, anti CD4 y anti CD8 fueron utilizados marcados con
pigmentos que emiten fluorescencia en la banda de deteccion de FL3 con PerCP o tricolor en los
marcajes tricolores. El marcaje se realiz6 en placas de 96 pocillos con fondo en V. Se introducen de 5
x 10° células en cada pocillo, se centrifuga la placa a 100 g durante cinco minutos, se realiza un lavado,
se resuspenden las células y se afiaden 5 ul de cada uno de los correspondientes anticuerpos.
monoclonales. Se resuspenden de nuevo las células y se incuba la placa en oscuridad, durante 30
minutos a 4°C. Se afiaden 150 ul de PBS y se realizan tres lavados. Por Gltimo se resuspende en 150

ul de PBS y se recoge en un tubo Falcon 12 x 75 afiadiendo PBS hasta un volumen final de 0.5 ml.

Adquisicion y andlisis: Para el recuento se utilizo un citémetro de flujo FACScan dotado con un
modulo de discriminacion de dobletes (DDM) bajo el control del software Lysis IT (Becton Dickinson
Mountain View, USA). El laser de Argén fue sintonizado a 488 nm con una potencia de 15mW para
excitar la fluorescencia del FITC, PE, el PerCP o el Tri-Color. El aparato, ademas de los canales de
fluorescencia, aporta informacion sobre el tamafio (FSC) y la complejidad celular (SSC).

- Como controles negativos, se utilizaron las células a estudiar maréadas y no marcadas (FITC,
PE, PerCP) con AcMo irrelevantes de los mismos isotipos que los utilizados en el estudio (IgG1-
FITC, IgG2a-FITC, IgG2a-PE, IgG2a-Per CP, IgG2a-Tri-Color).

3.4.2. Cultivos celulares y estudios funcionales:

Condiciones generales de cultivo. Todos los cultivos celulares se desarrollaron en
condiciones de esterilidad en una camara de flujo laminar vertical, empleando materiales estériles de un
unico uso o esterilizados en autoclave o con 6xido de etileno. Los cultivos se conservaron en una -
estufa que mantenia una temperatura de 37°C, en atmoésfera con 5% de CO, y 95% de humedad
relativa.

En los diversos experimentos realizados las preparaciones celulares CD2+ purificadas se

incubaron en placas estériles de 96 micropocillos a concentraciones de 5 x 10* células/pocillo (200 ml)
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en presencia de diferentes concentraciones de distintas sustancias y por periodos variables de tiempo
(3, 5y 7 dias). Las incubaciones se realizaron en medio completo suplementado con diferentes tipos de

suero, segun se especifica en cada caso.

Respuesta proliferativa a diferentes estimulos. Ante una estimulacién mitogénica, los
linfocitos sufren un proceso de blastogénesis y diferenciacion celular. El método empleado para
cuantificar la proliferacién celular fue el andlisis de la incorporacién de *H-timidina (H-T) al DNA
sintetizado de novo, detectandose la emisién de radiacion beta de los extractos secos de los cultivos
celulares a los que se habia afiadido la base tritiada antes de su finalizacion y recogida. Los cultivos
para la estimacion de la sintesis de DNA se realizaron por triplicado en placas estériles de 96 pocillos
de fondo plano.

La respuesta a un determinado estimulo depende de la densidad y el tipo de célula estudiada,
del tiempo de cultivo y de la concentracion del agente mitogénico. Es conocida la heterogeneidad de
las subpoblaciones presentes por pocillo en este tipo de experimentos.

De 20 a 24 horas antes de terminar el cultivo celular se afiadié al medio 1 pCu de *H-T a cada
pocillo; los cultivos se recogieron por aspiracion a través de un filtro de vidrio, utilizando para ello un
colector de cultivos Skatron.

La sintesis de ADN se ha expresado en cuentas por minuto (cpm). Cada ensayo se realiza por
triplicado, desechando aquellos datos que tengan una variabilidad mayor de un 10% de la media del
triplicado, ya que podrian indicar un error técnico o una contaminacion en el cultivo.

Los cultivos se llevaron a cabo con un volumen de células constante por pocillo, asi como con
un volumen constante de 200 pl.

La proliferacion linfocitaria por mitdgenos se estudié estimulando los cultivos celulares con
PHA, anti-OKT3 y PMA en presencia o no de rhIL-2. Dado que existe variabilidad en la dosis 6ptima
en funcion de las caracteristicas de cada lote de fabricacion, hemos utilizado siempre el mismo de cada
mitégeno. Se testd siempre el mitdgeno antes de emplearlo para utilizar la dosis 6ptima en cada
cultivo. Las concentraciones usadas fueron para PHA 10 pg/ml, para rhIL-2 100 UJ/mly 5 pg/ml y
10 ng/ml para anti-OKT-3 y PMA respectivamente..

Extraccion de DNA de bajo peso molecular para la determinacién de la fragmentacion
del DNA en células apoptoticas.

Los mecanismos de muerte celular programada (PCD) inducida por la activacién incluyen
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la ruptura celular del DNA en fragmentos oligonucleosomales de bajo peso molecular.

Se cultivaron - durante dos dias los linfocitos estimulados con PHA. A continuacién para
- extraer el DNA de bajo peso molecular de las células apoptéticas se siguié el método de Nicoletti y
cols. (Nicoletti y cols., 1991). Se utiliz6 para la extraccion una solucion de acido citrico y se marco el
DNA con ioduro de propidio (PI). Este método extrae los fragmentos de bajo peso molecular que
resultan de la digestion del DNA de las células apoptéticas (Nicoletti y cols., 1991). Mediante el
anlisis de la fluorescencia en un citdmetro de flujo se distinguen las células de contenido reducido de

DNA (apoptoéticas) de las que tienen un contenido normal (no apoptoticas).

3.4.3. Cuantificacion de citocinas mediante ELISA

Con el fin de medir las concentraciones de citocinas producidas por los linfocitos en cultivo
tras estimulacion con PHA, se recogieron los sobrenadantes, se filtraron, alicuotaron y conservaron a
-30° C. Las determinaciones de las concentraciones de las citocinas en los sobrenadantes de los

cultivos se realizaron mediante la utilizacion de kits comerciales (tabla VII).

Tabla VIL Kits comerciales de ELISA utilizados en este estudio.

Citoguina Sensib.ilidad: en la
cuantificada sobcrl;a;loﬁmtes Procedencia
(pg/ml)
L2 ' 59-61 T Cell Diagnostics, Inc., Cambridge, UK
IL-4 45 Genzyme Co., Boston, USA
IL-10 5 Bender MedSystems, Viena, Austria
IFNy 100 Genzyme Co., Boston, USA

3.5. Analisis estadistico

Los resultados de los estudios experimentales se presentan en forma de medias y errores
estandar de la media.

Para el estudio estadistico, al principio se analiz6 la naturaleza de las distribuciones empleando

el contraste de normalidad de Shapiro-Whilk. En general, los datos obtenidos no siguieron
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distribuciones normales, por lo que se emplearon contrastes no paramétricos al efectuar comparaciones
entre las distintas muestras. Los tests empleados fueron: el contraste no paramétrico U de Mann-
Whitney, la ¢ de Student y el coeficiente de correlacion de Pearson. En todos los casos, se valoraron
niveles de significacion por debajo del 5% (p< 0.05). En estos estudios hemos utilizado programas

comerciales como Statview 4.02, GBS y Excel 4.0 para llevar a cabo el anilisis estadistico.
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1. ESTUDIO FENOTIPICO DE LAS
CELULAS CD2+ PURIFICADAS DE
SANGRE PERIFERICA.

Con el objeto de obtener una
poblaciéon enriquecida de linfocitos T,
purificamos las células CD2+ de sangre
periférica mediante roseteo con hematies
de carnero. Estudiamos el valor porcen-
tual de las diferentes subpoblaciones
celulares respecto al total de las presentes
en las preparaciones por medio de
citometria de flujo cuantitativa,

Como se observa en la figura 3 no
encontramos diferencias significativas en
el porcentaje de las células CD2+ totales
presentes en las preparaciones linfoci-
tarias de los pacientes, AA y AT, y de los
controles (p>0.05). El porcentaje de
células CD2+ en las células formadoras de
rosetas fue superior al 94% en todos los
casos por lo que a partir de ahora las
denominaremos como fracciones celulares
CD2+.

Tampoco encontramos diferencias
significativas en el porcentaje de las
c€lulas CD19+ (linfocitos B) (p>0.05), ni
en el de células CDI14+ (monocitos)
(p>0.05).

No fueron significativas las dife-
rencias (p>0.05) en los porcentajes de
células CD3+, ni de células CD56+CD3-

(NK).

Figura 3.- Estudio fenotipico de las fracciones
celulares CD2+ de los AA, los AT y los
controles. Los valores representan la media
error estandar.
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1.1. Distribucién de la subpoblaciones
de linfocitos T en las fracciones
célulares CD2+.

Como se observa en la figura 4 el
analisis de la proporcién de los linfocitos
reconocidos por los AcMo antiCD4 y
antiCD8 demostrd la existencia de un
porcentaje de células CD4+ aumentado
significativamente en los AA con respecto
al de los controles (p<0.01). También era
mayor el porcentaje con respecto al de los
AT pero la diferencia no fue
estadisticamente significativa (p>0.05).
En todos los pacientes, AA y AT,
observamos un porcentaje de células
CD8+ disminuido significativamente en
relacién al de los controles sanos (p<0.05
en el caso de los AA y p<0.01 en los AT).
La relacion CD4/CD8 también fue
superior  significativamente en los
pacientes con respecto a la de los
controles (p<0.01 en los AA y p<0.05 en
los AT).

Figura 4A. Expresion de los correceptores para
moléculas del MHC CD4+ y CD8+ en las
fracciones celulares CD2+ de los AA, los AT y
los controles sanos. Los valores representan la
media * error estindar. El valor de p se indica
cuando existen diferencias significativas.
*p<0.05 y **p<0.01 comparade con Ilos
controles sanos.

Figura 4B. Cociente @ CD4/CD8 en las
fracciones celulares CD2+ de los pacientes y
controles. * p<0.05 con respecto a los controles
sanos.

% de células

Cociente CD4 +/ CD8+

80

CD8+

Controles

Addison Tuberculoso

% Addison Autoinmune

59



RESULTADOS

Se investigd también mediante citofluo-
rimetria de doble color la distribucién de
células nativas (CD45RA+) y células me-
moria (CD45 RO+) en las subpoblaciones
celulares CD4+ y CD8+. No observamos
diferencias significativas en el porcentaje
de CD45RA ni en el de CD45RO en los
AA con respecto al de los controles
(p>0.05). Tampoco hubo diferencias
significativas en los porcentajes de
CD4+CD45RA+, CD4+CD45RO+ ni de
CD8+CD45RA+{p>0.05). Si encontramos
un porcentaje significativamente aumen-
tado de CD8+ CD45RO+ en los pacientes
en relacion al de los controles (p<0.05).

1.2 Antigenos de activacién en los
linfocitos T de las fracciones celulares
CD2+.

Analizamos también la expresion
de diferentes antigenos de activacion
(CD25, CD71, HLA-DR) por los
linfocitos T de los pacientes y los
controles sanos. Los AA mostraron un
porcentaje significativamente mayor de
células que expresaban DR en relacion al
de los AT (p<0.05) y al de los controles
sanos (p<0.05). También era mayor el
porcentaje de células CD71+ en los AA
con respecto al de los controles (p<0.05).
No encontramos diferencias significativas
en la expresion de CD25 (p>0.05).

Figura 5 A y B. Expresion de las isoformas del
antigeno leucocitario comin CD45 en las
subpoblaciones CD4+ y CD8+ de los AA, los
AT y los controles sanos. Los resultados se
expresan como porcentaje medio + error
estandar. El valor de p se indica cuando existen
diferencias significativas. * p<0.05 comparado
con los controles sanos.

Figura SC. Expresién de los antigenos de
activaciéon en los linfocitos T circulantes. Los
resultados se expresan como porcentaje medio
+ error estindar. * p<0.05 comparado con los
controles sanos.
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2. RESPUESTA PROLIFERATIVA
DE LOS LINFOCITOS T PRESEN-
TES EN LAS FRACCIONES
CELULARES CD2+ DE PACIENTES
Y CONTROLES TRAS ESTIMULO
MITOGENICO POLICLONAL.

Empleamos las fracciones celulares
CD2+ para la investigacion del estado
funcional del linfocito T, ya que,
tedricamente, esta poblacion permite
analizarlo en unas condiciones en las que
se halla minimamente influenciado por
otras estirpes celulares. Ademas ofrece la
ventaja de trabajar en cada caso con un
niumero de linfocitos T que, por los
condicionantes metoldgicos utilizados,
presenta una minima variabilidad cuan-
titativa.

2.1. Respuesta proliferativa (RP) de los
linfocitos T presentes en las células
CD2+ purificadas basalmente y tras la
estimulacién con lectinas vegetales.

Comenzamos nuestro estudio in-
vestigando la RP de los linfocitos CD2+ a
la estimulacién con PHA. La RP basal
(células en presencia exclusivamente de
medio de cultivo), fue similar y en
términos cuantitativos muy limitada, en
los AA (459175 cpm x 103), los AT (505
1243 cpm x 10%) y los controles sanos
(4774154 cpm x 103). Tras estimulo con
PHA la RP en pacientes y controles a 3 y
7 dias de cultivo no mostr6é diferencias
significativas (p>0.05). Sin embargo a 5
dias la RP en los AA fue superior
significativamente (p<0.05 en relacion a la
de los AT y p<0.05 en relacion a la de los
controles sanos).

Figura 6. Respuesta proliferativa (RP) de la
fracciones celulares CD2+ purificadas de los
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(A, AT (1) y en los controles (0). (B) RP a
PHA de los AA, los AT y los controles al quinto
dia de cultivo. RP a rhIL-2 y a PHA tras la
adicion de dosis saturantes de rhIL-2. Los
valores representan la media + error estindar.
En A se ha omitido la representacion del error
estindar. Los valores de p se indican cuando
existen diferencias significativas. * p<0.05 con
respecto a los controles. + p<0.05 con respecto
a los pacientes con AT.
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2.2. Respuesta proliferativa de las
fracciones celulares CD2+ a mitogenos
que interaccionan selectivamente con el
complejo CD3/TCR

Las lectinas vegetales actian
probablemente recubriendo la membrana
celular e interaccionando con distintas
moléculas de superficie (CD3, TCR, Tp
44, Tp 103), esto transmite una sefial al
interior de la célula que activa distintos
sistemas enzimaticos, que determinan la
proliferacion linfocitaria. Sin embargo la
estimulacién con el Ac Mo anti-CD3 re-
conoce selectivamente el antigeno CD3,
que estd integrado en el complejo
CD3/TCR y se halla implicado en la
transduccion de la sefial de activacion
producida por la unién antigeno-TCR .

Como se observa en la figura 7 la

sintesis de ADN en presencia del AcMo
antiCD3 no present6 diferencias significa-
tivas a los 3 dias de cultivo en pacientes y
controles (p>0.05). A los 5 dias los AA
mostraron una RP significativamente
superior con respecto a la de los controles
(p<0.05), pero no en relaciéon a los AT
(p>0.05). Tras 7 dias los AA mantenian
una RP significativamente superior a la
de los controles (p<0.05) y a la de los AT
(p<0.05).

Figura 7. Respuesta proliferativa (RP) de las
fracciones celulares CD2+ purificadas tras la
estimulacién con OKT 3. A) Cinética de laRP a
3, 5y 7 dias de cultivo en los AA (A), los AT (
Q) y controles (0). B) RP al 5* dia de cultivo en
los AA, los AT y los controles de forma aislada
o tras la adicién de dosis saturantes de rhIL-2.
Los valores reprentan la media + error
estandar. En A se ha omitido la representacion
del errror estindar. * p<0.05 con respecto a los
controles, + p<0.05 con respecto a los AT , o
p<0.05 con respecto ala RP antes de la adicién
de rhIL-2,
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2.3  Respuesta proliferativa de las
fracciones celulares CD2+ pacientes a
mitégenos que actian sobre la PKC.

Como hemos comentado con
anterioridad la respuesta a los distintos
ligandos de estructuras de superficie es
transmitida al interior de la célula
mediante activacion de segundos mensa-
jeros entre los que se atribuye una funcion
esencial a la PKC.

El estimulo de esta via metabdlica
mediante la adicién al medio de cultivo
del ester de forbol PMA , que interactia
directamente con la PKC, provoc6 una RP
similar en pacientes y controles tanto a 3
como a 7 dias de cultivo sin que
evidenciaramos  diferencias  estadis-
ticamente significativas. Sin embargo, a
los 5 dias en los AA observamos una RP
significativamente superior a la de los
controles  (p<0.05), sin  objetivar
diferencias significativas con la de los AT
(p>0.05).

2.4. Respuesta proliferativa en presen-
cia de rhIL2.

En condiciones basales la adicion
al medio de cultivo de hrIL-2 (en ausencia
de PHA, anti-CD3 o PMA) produjo un
ligero aumento de la RP de los linfocitos
T, tanto en los pacientes como en los
controles, no apreciandose diferencias
significativas entre los distintos grupos
(p>0.05) (figura 6).

La suplementacion del medio con
dosis saturantes de hrIL-2 (100 UI/ml) no
increment6 significativamente (p>0.05) la
RP de los linfocitos T tras la estimulacion
con PHA al 5° dia de incubacién ni en
pacientes ni en controles, manteniéndose
una RP significativamente superior en los
AA con respecto a la de los controles
(p<0.05)y aladelos AT (p<0.05) (figura
6)
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Figura 8. Respuesta proliferativa (RP) a ésteres
de forbol (PMA). A) Cinética de la RP a PMA
a 3,5y 7 dias de cultivo en los AA (4), los
AT (Q) y controles (0). B) RP en los AA, los
AT vy controles a PMA al quinto dia de cultivo,
de forma aislada o tras la adicion de dosis
saturantes de rhIL-2. Los valores representan
la media + error estiandar. En A se ha omitido
la representacién del error estandar. * p<0.05
con con respecto a los controles. oo p<0.01 con
respecto la RP con PMA de forma aislada.
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Por el contrario, tras la adicion de
thIL-2 a los cultivos con antiCD3 la RP
de los linfocitos T al 5° dia aument6
significativamente en los controles
(P<0.05) y en los AA (p<005) (figura 7).

La adicion de rhIL-2 a los cultivos
de 5 dias de linfocitos estimulados con
PMA provocé un aumento significativo en
la RP en los controles (p<0.01) (figura 8).
No hubo diferencias significativas en la
de los pacientes.

3. ESTUDIO DE LA PRODUCCION
DE DISTINTAS CITOCINAS EN
PACIENTES CON ENFERMEDAD
DE ADDISON

3.1. Produccion de IL-2

En linfocitos T estimulados con
PHA 1la cantidad de IL-2 detectada en los
sobrenadantes tras 24 horas de cultivo fue
significativamente superior en todos los
pacientes con respecto a los controles
(p<0.01 en los AA y p<0.05 en los AT.
No hubo diferencias significativas en los
niveles encontrados en ambos tipos de
pacientes (P>0.05), ni tampoco en las
concentraciones detectadas en pacientes y
controles tras 72 horas de cultivo.

Figura 9. Niveles de IL-2 (pg/ml) en los
sobrenadantes de cultivos de las fracciones
celulares CD2+ estimulados con PHA de los
AA (A), los AT (Q)y los controles (0). A)
cinética. B) resultados expresados en barras.
Los valores representan la media = error
estandar, en A se ha omitido la representacion
del error estandar. *p<0.05 **p<0.01 con
respecto a los controles.
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Ante la diferencia en la RP entre un tipo y
otro de pacientes y sin embargo la
similitud en los niveles encontrados de IL-
2 nos planteamos la posibilidad de que
dicha respuesta fuera independiente de la
produccion de IL-2. En los estudios
realizados no observamos correlacion
estadistica entre la proliferacién a 5 dias
tras estimulacion con PHA con los niveles
de IL-2 en los sobrenadantes tras 24 horas

de cultivo ni en los AA ni en los controles
(p>0.05).

3.2. PRODUCCION DE IL-4

Cuando estimulamos la fracciones
celulares CD2+ con PHA, los niveles de
IL-4 detectados en los sobrenadantes tras
24 horas de cultivo fueron
significativamente superiores en los AA en
relacion a los de los controles (p<0.05) y a
los de los AT (p<0.05). No encontramos
diferencias significativas en los niveles
tras 72 horas de cultivo.

Figura 10A. Correlacion entre la RP a PHA a
cinco dias y los niveles de IL-2 en los
sobrenadantes de cultivos de linfocitos CD2+
estimulados con PHA tras 24 horas de cultivo
en los AA (Q, r2) y los controles (O, r1).

Figura 10B y C. Niveles de IL-4 en los sobre-
nadantes de cultivos de linfocites CD2+
estimulados con PHA de sangre de los AA (A),
los AT (Q) y los controles (O) B) cinética .C)
Representado en barras. Los valores repre-
sentan la media + error estandar . En B se ha
omitido la representacion del error estindar.*
p<0.05 con respecto a los controles. + p<0.05
con respecto AT.
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3.3. PRODUCCION DE IL-10

No encontramos diferencias
significativas entre pacientes y controles
en los mniveles de IL-10 en los

sobrenadantes de los cultivos a 24 y 72
horas de las fracciones celulares CD2+
tras estimulacion con PHA (p>0.05).

Figura 11. Niveles de IL-10 en los
sobrenadantes de los cultivos de fracciones
celulares CD2+ estimulados con PHA de sangre
de los AA (A), los AT (Q) y los controles (O). A)
cinética. B) representado en barras. Los valores
representan la media + error estindar. En A se
ha omitido la representacién del error estandar.
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3.4. PRODUCCION DE IFNy

Tras estimulacion con PHA de los
linfocitos T , los niveles de IFNy en los
sobrenadantes de los cultivos a 24 horas
fueron significativamente superiores en
los AA con respecto a los de los controles
(p<0.05) y alos de los AT (p<0.05).

Figura 12. Niveles de IFNy en los sobrena-
dantes de los cultivos de las fracciones celulares
CD2+ estimulados con PHA de sangre de los
AA (4), los AT (Q) y los controles (0). A)
cinética. B) representado en barras. Los valores
representan la media + error estindar . En A se
ha omitido la representaciéon del error
estandar. Los valores de p se indican cuando
existen diferencias significativas. ** p<0.01 con
respecto a los controles. + p<0.05 con respecto
alos AT.
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4. ESTUDIO DE LA MUERTE CELU-
LAR PROGRAMADA INDUCIDA
POR LA ACTIVACION EN LAS
FRACCIONES CELULARES CD2+
DE LOS PACIENTES CON AA.

Siguiendo el método de Nicolletti y
cols (Nicolletti y cols., 1991) estudiamos
en tres pacientes con AA y 2 controles
sanos el porcentaje de células CD2+ que
presentaban fragmentacion del DNA, ya
que constituye uno de los mecanismos
implicados en la PCD inducida por la
~activacion de los linfocitos (Green y
cols., 1992; Wesselborg y cols., 1993).

Encontramos que los porcentajes
de nucleos con reducido contenido de
DNA en los cultivos de linfocitos CD2+
de los pacientes con AA era menor que el
de los controles sanos.
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01224 72 120
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Figura 13. Cinética de apoptosis en los pacien -
tes con AA (A) y en los controles sanos (0).

Figura 14. Perfiles del contenido de DNA en los cultivos de los linfocitos CD2+. Se muestran los
histogramas del contenido en DNA por niicleo de dos pacientes con AA (derecha y centro) y un control
(izquierda). Los nucleos con contenido de DNA hipodiploide (nicleos apoptoticos) se encuentran a la
izquierda del pico de contenido de DNA diploide en cada histograma, obsérvese que los porcentajes de
niicleos con contenido hipodiploide de DNA son menores en los cultivos de linfocitos CD2+ de los

pacientes con AA.
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5. RELACION ENTRE SUBPOBLA-
CIONES LINFOCITARIAS Y PRO-
PIEDADES FUNCIONALES.

Correlacion entre subpoblaciones
linfocitarias y respuesta proliferativa a
PHA en pacientes y controles.

Al encontrar una mayor RP en los
AA, nos planteamos que esta
heterogeneidad funcional pudiera estar
relacionada con una diferente distribucion
de las pobla ciones linfocitarias.

En los estudios realizados no
encontramos correlacion estadistica entre
la RP y el porcentaje de células CD4+ en
los AA (p>0.05), ni en los AT ni en los
controles (Fig. 15 A).

Tampoco observamos correlacion
estadisticamente significativa (p>0.05)
entre los porcentajes de células CD8+
que se hallaban disminuidos en todos los
pacientes (p<0.05 en AA y p<0.01 en AT)
con respecto a los de los controles, y la
respuesta proliferativa (Fig. 15 B).

Figura 15. Respuesta proliferativa de los
linfocitos T tras estimulacién con PHA durante
cinco dias y su correlacion con el porcentaje de
células CD4+ (A) y células CD8+ (B), en los
pacientes con AA (A, 13), pacientes con AT (Q,
r2) y controles (O, r1).
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DISCUSION

La enfermedad de Addison "idiopética" es un proceso de patogenia inmunoldgica en la que se
afecta de forma preferencial con expresion clinica la célula adrenocortical, con la consiguiente
insuficiencia funcional del 6rgano. Las alteraciones del sistema inmune que provocan la destruccion
tisular son so6lo parcialmente conocidas. Se han detectado anticuerpos contra antigenos de estas células
que pueden desempefiar un papel relevante. Esta anomalia del compartimento linfocitario B parece
asociarse a alteraciones del T. Sin embargo, la informacién existente sobre el posible papel de los
linfocitos T es muy escasa.

En nuestro trabajo hemos pretendido progresar en el estudio de las alteraciones de la
regulacion linfocitaria en el sistema inmune de los pacientes con enfermedad de Addison autoinmune.
Nos hemos centrado en la investigacion de la poblacion linfoide T que desempefia un papel
fundamental en el control funcional de las células B, NK y macrofagos. Los estudios han sido
realizados en sangre periférica ya que en estos pacientes no se obtiene tejido adrenal con motivo
diagnostico ni terapedtico y teniendo en cuenta la complementaridad interna y la recirculacion
linfocitaria que confieren el caracter unitario al sistema inmune.

Hemos comparado los resultados obtenidos con los existentes en controles sanos y en otros
pacientes que teniendo también destruccion de las células adrenocorticales, presentando caracteristicas
clinicas similares y un tratamiento comun tenian una etiologia infecciosa definida como es la
tuberculosa. Estos pacientes nos parecieron un modelo idoneo para obviar la posibilidad de atribuir los

hallazgos obtenidos al deficiente tono corticoideo endogeno o al tratamiento esteroideo.

Caracteristicas clinicas de los pacientes

El resumen de los datos de edad, sexo, diagnostico y tiempo de evolucion de enfermedad de
los pacientes estudiados se refleja en la tabla V. Todos se encontraban en tratamiento sustitutivo y la
extraccion de la muestra sanguinea se realizo siempre en ayunas, sin haber tomado la dosis matutina de
esteroides, intentando conseguir la mayor uniformidad posible para facilitar la interpretacion de los

resultados.

ESTUDIO FENOTIPICO DE LAS CELULAS CD2+ PURIFICADAS DE SANGRE
PERIFERICA
Comenzamos nuestro estudio analizando en la poblacion linfoide T la expresion de antigenos

de superficie asociados a sus diferentes subpoblaciones.
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Analisis de subpoblaciones de linfocitos T

En nuestros resultados se observa que el porcentaje de linfocitos CD4+ en sangre periférica de
los pacientes con AA es mayor significativamente al observado en los controles sanos.

No hemos encontrado en la literatura datos al respecto. Sin embargo en otras enfermedades
autoinmunes organoespecificas como la tiroidea, aunque existen referencias discordantes la mayoria de
los autores obtienen resultados analogos a los nuestros (Sridama y cols., 1982; Wall y cols., 1983;
Ludgate y cols., 1984; Gong y cols., 1989; Iwatani y cols., 1992).

Aunque el porcentaje de células CD4+ en los pacientes con AT era inferior en valor absoluto
al encontrado en los pacientes con AA, no existian diferencias significativas con respecto a estos ni a
los controles sanos. En principio la diferencia hallada en los AA no nos parece atribuible al tratamiento
ya que este era idéntico en ambos grupos y los AT no presentaron diferencias significativas con
respecto a los controles.

En cuanto a las células CD8+ todos los pacientes mostraron un porcentaje significativamente
menor al de los controles sin existir diferencias significativas entre un tipo y otro. Otros autores han
sugerido que pacientes con enfermedad de Addison asociado con otras alteraciones endocrinas
autoinmunes pueden presentar un defecto especifico de los linfocitos T supresores (Fairchild y cols.,
1980; Verghese y cols; 1980). También en otros procesos autoinmunes como la enfermedad de Graves
han sido descritos resultados similares en sujetos tireotoxicos antes de iniciar el tratamiento con
antitiroideos (Sridama y cols., 1982; Ludgate y cols., 1984; Misaki y cols., 1984; Madec y cols., 1986).

Con respecto al posible efecto de los glucocorticoides sobre la actividad de las células
supresoras los datos existentes hacen referencia a experimentos i vifro y con dosis alta de esteroides
(Haynes y Fauci, 1979; Picolella y cols., 1985). Hay que tener en cuenta que estos pacientes tienen un
tono endogeno corticoideo disminuido o ausente, que el tratamiento con esteroides es sustitutivo y no
a dosis farmacolégica y que como ya hemos mencionado la extraccion se realizé en todos los casos
antes de tomar la dosis matutina de esteroides. Por ello los datos obtenidos sobre el porcentaje de
células CD8+ no nos parecen atribuibles al tratamiento esteroideo.

No hemos encontrado diferencias significativas en los porcentajes de células no estimuladas in
vivo (CD4+CD45RA+, CD4+CD45RA+) entre los pacientes con AA y los controles. En las células
primadas por el antigeno (CD45RO+) no hubo diferencias en las subpoblaciones CD4+. Pero en las
subpoblaciones CD8, que representan linfocitos T activados restrictos por moléculas de clase I,

observamos un porcentaje significativamente inferior en los pacientes con respecto a los controles.
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Tampoco hemos encontrado diferencias significativas en el porcentaje de células NK
(CD56+CD3+) entre los pacientes y los controles, ni entre un tipo u otro de pacientes. En la literatura
no hemos hallado datos al respecto.

Estos datos demuestran que en el compartimento linfocitario T de los pacientes con AA existe

una redistribucion de las subpoblaciones definidas por la expresion de los antigenos CD4 y CDS.

Analisis de la expresion de antigenos de membrana citoplasmatica asociados a la activacion del
linfocito T.

Distintas moléculas de la membrana citoplasmica estan implicadas en la activacion del linfocito
T. Entre ellas destacan las que forman parte del sistema mayor de histocompatibilidad (SPH, MHC).
Como se describio en la Introduccion de este trabajo el reconocimiento del antigeno por el receptor
clonotipico de las células T CD4+ debe realizarse en presencia de moléculas de clase II de este sistema.
Estas moléculas en condiciones fisiologicas solo se expresan en determinadas poblaciones celulares que
incluyen a los linfocitos B y a las células presentadoras de antigeno. Los linfocitos T en estadio basal o
fase GO del ciclo celular carecen de dichas moléculas en su membrana, sin embargo las expresan en
superficie tras la activacion. Por tanto la cuantificacion de estas moléculas en la membrana de los
linfocitos T constituye un buen marcador de su estadio de activacion.

Como hemos visto con anterioridad se ha propuesto que una expresion aberrante de moléculas
de clase II podria ser un punto clave en el inicio de la autoinmunidad organoespecifica (Botazzo y
cols., 1983). La presencia de estas moléculas podria convertir a la célula epitelial en célula presentadora
de antigeno, capacitandola para presentar un autoantigeno a la célula T, pudiendo poner en marcha una
reaccion autoinmune especificamente dirigida contra dicha célula. Sin embargo en el cortex adrenal,
células normales de la zona reticular expresan espontaneamente moléculas de clase II (McNicol y
cols., 1986; Khoury y cols., 1987). Proponiéndose mas tarde que solo una expresion "inapropiada",
mis que "fisiologica" y que afectaria a las tres capas del cortex seria la que actuara como
desencadenante (Wulffrat y cols., 1992).

En el estudio realizado por Rabinowe y cols en 1984 el porcentaje de células T que expresaban
moléculas de clase II en pacientes con enfermedad de Addison idiopatica fue similar al de los controles.
Sin embargo en cinco de los pacientes, en los que la enfermedad era de diagnéstico reciente si
encontraron un porcentaje superior. En otras enfermedades autoinmunes organoespecificas como la
tiroiditis de Hashimoto (Aiello y cols., 1990) y la enfermedad de Graves (Marazuela y cols., 1994).

también se ha observado una mayor expresion del antigeno DR en CMINSP.
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En nuestro estudio el porcentaje de linfocitos T CD3+ que expresan el antigeno HLA-DR era
mayor en los pacientes con AA que en los AT y los controles.

La cadena a p55 del IL-2R reconocida por el anticuerpo monoclonal CD25 o anti-TAC se
expresa en la membrana citoplasmatica de los linfocitos T activados por lo que al igual que las
moléculas de clase I es un buen marcador del estadio funcional de estas células (Greene y cols., 1986).
Sin embargo la adquisicion y aparicion en la membrana del linfocito de moléculas CD25 y de clase II
del MHC no es un fendémeno asociado pudiendo existir disociacién en su expresion.

En nuestro estudio no hemos encontrado diferencias significativas entre pacientes y controles
en el porcentaje de linfocitos T que expresan el AcMo CD25.

Analizamos también la expresion de otro antigeno de activacion, el receptor de transferrina o
CD71, por los linfocitos T de sangre periférica encontrado un porcentaje significativamente superior en
los AA con respecto a los controles. No hemos encontrado en la literatura datos al respecto.

Estos datos demuestran que el compartimento linfocitario T de los pacientes con AA no sélo
presenta una redistribucion de las subpoblaciones CD4 y CDS8 sino también una incrementada
expresion de antigenos de activacion. La significacion de estos hallazgos puede ser diversa. No puede
descartarse la existencia en los pacientes con AA de un estado de estimulacion antigénica,
probablemente propia, que produzca la activacion de los linfocitos T. De forma no excluyente con la
anterior debe citarse la posibilidad de que una ausencia de complementaridad del sistema inmune de
estos pacientes permita al activacion de diversos clones T que estén inadecuadamente controlados. En
esta anomalia funcional pueden participar diversos mecanismos moleculares y celulares.

Debe sefialarse que este conjunto de alteraciones no se ha encontrado en los linfocitos T de los
pacientes con AT. Por lo tanto las anomalias de este compartimento aparecen como especificas de los
AA lo que les confiere una potencial significacion patogénica y/o fisiopatoldgica en el proceso. Es
evidente que su ausencia en los AT hace muy improbable que se puedan explicar por la inflamacion

y/o destruccion cortical o por la alteracion hormonal que poseen estos enfermos.

ANALISIS DEL ESTUDIO FUNCIONAL DE LOS LINFOCITOS T

La siguiente fase de nuestro estudio de las alteraciones del sistema inmune en los pacientes con
AA fue el analisis funcional de la poblacion linfoide T. Para ello investigamos la activacion y la
respuesta proliferativa de esta poblacion a diferentes mitdgenos que permiten analizar secuencialmente
los diferentes mecanismos implicados en estos procesos celulares. Empleamos una lectina vegetal,
PHA , que interacciona con multiples moléculas de la superficie linfocitaria asi como el anticuerpo anti-

CD3 que se une selectivamente con el complejo CD3 y transduce fisiologicamente la sefial de
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ocupacion del TCR por el antigeno. Asi mismo, analizamos la respuesta a los ésteres de forbol que
actuan directamente sobre la PKC soslayando las fases previas del proceso molecular de activacion
linfocitaria. En la figura 16 se muestran los puntos de actuacion de los distintos mitdgenos y las
subsiguientes etapas en la activacion del linfocito T, produccién de IL-2 y proliferacion (Larsson y
cols., 1980). Comenzamos analizando la capacidad proliferativa del linfocito T frente a PHA. La
sintesis de DNA por los linfocitos T purificados tras el estimulo fue significativamente superior en los
pacientes con AA con respecto a los controles y a los pacientes con AT. Observamos también que la
hiperrespuesta proliferativa frente a PHA no dependia de una alteracion en su cinética, ya que esta
seguia un patron similar al de la poblacion control y la de los pacientes con AT, con una méxima
blastogénesis al quinto dia de cultivo.

No hemos encontrado en la literatura estudios previos que analicen la respuesta proliferativa de
los linfocitos T en los pacientes con AA. Pero los resultados son similares a los descritos en otras

enfermedades autoinmunes como la enfermedad de Graves (Marazuela y cols, 1994).

Linfocito T Proliferacion

L2

IL-2R

7

N

Figura 16. Representacién del modelo de activacion linfocitaria de Larsson y cols.

Como veremos mas adelante en los pacientes con AA los niveles de IL-2 en los sobrenadantes
de los cultivos de los linfocitos CD2+ purificados fueron significativamente superiores con respecto a
los encontrados en los controles sanos. Sin embargo la hiperproliferacion no parece dependiente de una
mayor produccion de IL-2 'por los linfocitos T de estos pacientes por varias razones. En primer lugar la

adicion al medio de cultivo de thIL-2 no modificé la respuesta proliferativa de los linfocitos en los
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pacientes y controles manteniéndose las mismas diferencias. No encontramos tampoco diferencias en la
expresion de la cadena a p55 del IL-2R (CD25) entre los pacientes y los controles como hemos visto
con anterioridad. Por otra parte también en los pacientes con AT se observd una mayor produccion de
IL-2 y sin embargo la proliferacion fue similar a la encontrada en los controles. Y en los estudios que
realizamos no observamos correlacion estadisticamente significativa entre la proliferacion a cinco dias y
la produccion de IL-2.

Nos planteamos que la distinta respuesta a PHA en los pacientes con AA con respecto a los
controles sanos y los pacientes con AT pudiera estar en relacién con los diferentes porcentajes de
células CD4+ y CD8+. En los estudios realizados no encontramos correlacion estadisticamente
significativa ni en pacientes ni en controles.

A continuacion estudiamos el efecto de otros mitoégenos como el AcMo anti-CD3 vy los ésteres
de forbol.

La respuesta mitogénica de los linfocitos T tras estimulo con AcMo anti-CD3 estaba
significativamente aumentada en los pacientes con AA con respecto a los controles sanos. Tras la
adicion de rhIL-2 al medio de cultivo se produjo un aumento significativo de la respuesta proliferativa
en los pacientes con AA'y en los controles sanos, manteniéndose las diferencias entre ambos.

En cuanto a la blastogénesis inducida por ésteres de forbol también observamos una respuesta
proliferativa significativamente superior en los pacientes con AA con respecto a los controles sanos.
Pero esta diferencia desaparecia tras la adicion al medio de rhIL-2 puesto que en estos tltimos inducia
un incremento significativo de la respuesta mientras que en los pacientes con AA no llegaba a alcanzar
significacion estadistica.

Esto demuestra que en los pacientes con AA la mayor respuesta proliferativa no esta
restringida a las lectinas vegetales, sino que también se produce cuando se utilizan AcMo que
interaccionan selectivamente con el complejo CD3 de la membrana citoplasmatica e incluso se pone de
manifiesto tras la activacion selectiva del sistema enzimatico de la PKC. El hecho de que la adicién al
medio de rhIL-2 incremente la respuesta a ésteres de forbol en los controles sanos hasta asemejarla a
la que tiene lugar en los pacientes con AA sin modificar la diferencia cuando el estimulo mitogénico
son las lectinas vegetales o el AcMo anti-CD3 sugiere que la hiperrespuesta blastogénica de los
linfocitos T de estos pacientes no estaria solo determinada por una aumento en la respuesta nuclear en
la activacion de la PKC, sino que también intervendrian mecanismos a nivel de interaccidn con
receptores de membrana o en la transduccion de la sefial. Por otra parte el hecho de que la rhIL-2 no
incremente la respuesta a lectinas vegetales haria suponer que el estimulo policlonal que estas producen

diera lugar a una respuesta maxima no modificable por la actuacidn a otros niveles.
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Otro concepto que puede ser importante en la comprension de los fendémenos observados tras
la estimulacion policlonal es considerar que la activacion de los linfocitos T no sdlo provoca una
respuesta proliferativa sino que también puede, alternativamente , inducir muerte celular programada
(Green y cols, 1992; Groux y cols., 1993) y puede hacerlo de forma diferente en distintos
subpoblaciones linfocitarias (Uheara y cols., 1992; Wesselborg y cols., 1993). Teniendo en cuenta
estos datos estudiamos el porcentaje de apoptosis inducida por activacion policlonal por si existieran
diferencias que pudieran explicar la mayor respuesta proliferativa que se observaba en los pacientes con
AA. Encontramos que el porcentaje de células que entran en proceso de PCD inducida por activacion
era menor en los pacientes con AA, pudiendo esto explicar, al menos en parte, la respuesta
proliferativa observada.

Se ha comprobado que la activacion de los linfocitos T es un proceso en el que se pueden
distinguir dos fases: 1) Interaccion del antigeno, o en su caso el mitogeno empleado in vitro, sobre el
linfocito T en presencia de células accesorias y 2) produccion de una serie de proteinas por el linfocito
T, sobre todo IL-2 y su receptor, que contribuyen a hacer progesar al linfocito T a través del ciclo
celular (Larsson y cols., 1980). La principal accion de la IL-2 seria promover el crecimiento de las
células que expresan receptores de alta afinidad para esta linfocina. En resumen podriamos decir que la
proliferacion y la activacion del linfocito T ocurren siguiendo una cascada que incluye antigenos,
células presentadoras de antigeno, glicoproteinas HLLA vy factores de crecimiento. Siendo un
prerrequisito para la puesta en marcha de esta cascada la interaccion de la IL-2 con receptores
especificos en la superficie del linfocito T.

Basados en este modelo estudiamos la produccion de IL-2 por los linfocitos de estos pacientes,

discutiendo los resultados a continuacion junto con la produccién de otras citocinas.

PRODUCCION DE CITOCINAS POR LOS LINFOCITOS T

Durante todo este apartado al hablar de produccion de citocinas queremos hacer referencia a
sus niveles en los sobrenadantes de los cultivos de células CD2+ purificadas.

Hemos analizado la produccién de IL-2, IL-4, IL-10 e IFNy inducida por la PHA en cultivos
de células CD2+ de los pacientes con AA y lo hemos comparado con lo que ocurre en los controles
sanos y en los pacientes con AT.

Este estudio tenia una doble intencion; por una parte como sabemos las citocinas son
moléculas que regulan la activacion y proliferacion de diferentes subpoblaciones linfocitarias y células

accesorias. Su determinaciéon por tanto podria ayudamos a comprender algunos de los resultados
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obtenidos. Por otro lado cada dia existen mas datos que involucran a distintos patrones de secrecién de
citocinas en el desarrollo de procesos autoinmunes.

Mosmann y cols describieron la existencia de distintos tipos de células T helper que podrian
ser diferenciados en funcion del patrén de citocinas que producian (Mossman y cols., 1986). Aunque
estos subtipos se identificaron en un primer momento en estudios in vitro de clones de células T
murinos, existe cada vez mas evidencia de su existencia in vivo en ratones, ratas y humanos (Liblau y
cols., 1995). La relevancia de la division de las células Th en distintos subtipos radica en que la
polarizacion hacia un tipo u otro de respuesta ha sido implicado en el desarrollo de distintas situaciones
patologicas . Ademas, ya que la células CD4+ nativas no estan comprometidas de forma irreversible a
transformarse en uno u otro subtipo sino que la diferenciacion esta influenciada por distintos factores y
sobre todo por las citocinas en si mismas, la intervencion sobre el tipo de respuesta generado podria
tener implicaciones terapeuticas.

El estudio de los niveles de las distintas citocinas (IL-2, IL-4, IL-10 e IFNy) en los
sobrenadantes de cultivos de la células CD2+ estimuladas con PHA de los pacientes con AA, AT y
controles sanos mostro diferencias que discutimos a continuacion.

Los niveles de IL-2 tras 24 horas de cultivo fueron significativamente superiores en todos los
pacientes con respecto a los controles, sin observar diferencias entre un tipo u otro. Estos resultados
podrian ser debidos a la situacion de hipocortisolismo mas que a la diferente etiologia. En el estudio
realizado por Sauer y cols. obtienen datos similares en pacientes con insuficiencia adrenal primaria de
distinta etiologia mientras que encuentran niveles disminuidos de IL-2 en pacientes con sindrome de
Cushing (Sauer y cols., 1994).

En cuanto a la IL-4 en los pacientes con AA encontramos niveles significativamente superiores
tanto con respecto a los controles como a los pacientes con AT en los cultivos a 24 horas.

No encontramos diferencias significativas en los niveles de IL-10 entre pacientes y controles
ni a 24 ni a 72 horas de cultivo.

En referencia a la produccion de IFNy en los pacientes con AA encontramos niveles
significativamente superiores con respecto a los controles sanos y a los pacientes con AT en los
cultivos a 24 horas. Estos datos concuerdan con los aportados por otros autores que correlacionan la
mayor produccién de IFNy con el desarrollo de enfermedades autoinmunes organoespecificas
(Schattner, 1988; Penlinne y cols., 1994; Schattner, 1994).

Datos recientes sugieren que una respuesta tipo Thl podria tener un papel patogénico y una
respuesta tipo Th2 un efecto protector en el desarrollo de algunas enfermedades autoinmunes

organoespecificas. Se ha descrito entre otras en la diabetes mellitus insulindependiente (Rabinovitch
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1994), en la orquitis autoinmune experimental (Yule y cols., 1993), en la artritis inducida por colageno
(Marcelleti y cols., 1991), en la uveorretinitis experimental (Saoudi y cols, 1993) y en la
encefalomielitis alérgica experimental (Liblau y cols., 1995). Sin embargo un predominio de respuesta
tipo Th2 podria estar implicada en el desarrollo de enfermedades autoinmunes sistémicas (Goldman y
cols., 1991).

Nuestros datos no apuntan hacia el predominio de un tipo u otro de patron de secrecion de
citocinas. Por una parte la mayor produccion de IFNy e incluso de IL-2 apoyaria el predominio de una
respuesta tipo Thl y sin embargo el incremento de IL-4 hablaria en favor de una respuesta tipo Th2,
que no iria acompafiada del esperado aumento de IL-10. Ademéis como hemos visto anteriormente
ambos tipos de respuesta son mutuamente inhibitorios, de tal forma que el IFNy suprimiria la
produccion de citocinas tipo Th2, y la IL-4 y la IL-10 inhibirian las de tipo Thl. Esto a priori no
concuerda con los resultados obtenidos.

Por una parte a diferencia de lo que sucede en raton, en estudios realizados en clones de células
T humanos la IL-10 seria producida por ambos subtipos celulares (Del Prete y cols., 1993). Por otra,
en experimentos mas recientes con Ac contra IL-4 e IL-10 se ha podido objetivar que no es la IL-4
sino la IL-10 la que produce inhibicion de los clones Thl actuando a través de un mecanismo indirecto
al ejercer sus efectos a nivel del antigeno o de la actividad coestimuladora de las células presentadoras
de antigeno (Van der Veen y Stohlman, 1993).

Ademés hay que tener en cuenta que para algunos autores el papel del predominio de un
subtipo u otro en la patogénesis de las enfermedades autoinmunes constituiria sélo una excesiva
simplificacion de los hechos (Kaufiman-Zeh y cols., 1995). Existen datos que demuestran que células
CD4+ activadas pueden presentar patrones de secrecion de citocinas que no se corresponden con el
tipo Th1 ni el Th2 (Alzona y cols., 1994; Vollmer y cols., 1994) y células afCD8+ y 3T pueden
exhibir unos patrones de secrecion similares a estos subtipos (Laggo y cols., 1994; Ferrick y cols.,
1995). También se ha descrito que las células T CD4+CD45RA+ y las CD4+CD45RO+ poseen
distintos patrones de expresion de mRNA de las distintas citocinas (Beckman y cols., 1994). Ambas
subpoblaciones de CD45RA expresan mRNA de IL-2 y de TNFB y las células CD45RO los de IL-4 e
IFNy, éstas ultimas pertenecientes a patrones distintos de Th. Por tanto las células T CD45RO
muestran un patrén de mRNA de citocinas no coincidente con una clasificacion estricta de Th1/Th2 ya
que esta poblacion incluye a células Thl, Th2 y a una mayoria que no corresponden a uno ni otro
subtipo. No tenemos datos suficientes para pensar en una posible relacion entre la produccion de IL-4

e IFNy por los linfocitos CD2+ de los pacientes con AA y los porcentajes de CD45RO.
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Probablemente estudios ulteriores con analisis funcional de preparaciones purificadas de linfocitos

CD4+CD45RA+ y CD4+CD45RO+ puedan aclarar algunos de estos datos.

Debe sefialarse, al igual que en relacion con la distribucion de las subpoblaciones linfocitarias y

la expresion de moléculas de activacion, que las anomalias funcionales del compartimento T
encontradas en los pacientes con AA no se observan en los AT. Esto pone de manifiesto que las
alteraciones de los linfocitos T encontrados en los pacientes con AA parecen no ser dependientes de la
lesion tisular y de sus caracteristicas hormonales. Por lo tanto es evidente que en los pacientes con AA
existe un estado funcional anémalo de los linfocitos T. Sin embargo, no puede establecerse de forma
definitiva su origen. Es factible considerar que pueda ser la consecuencia funcional de la potencial
expansion de clones autorreactivos. De forma alternativa puede sugerirse que constituya el sustrato
fisiopatologico en el que se expandan clones reactivos frente a antigenos suprarrenales que
desencadenen la lesion tisular. Teniendo en cuenta el caracter policlonal de los mitdgenos empleados
en este trabajo esta segunda explicacion parece la més probable. Debe sefialarse que el hallazgo de
estas anomalias fenotipicas y funcionales de los linfocitos T de sangre periférica ponen de manifiesto el
carécter sistémico del AA. No parece sostenible el considerar que se trata de una enfermedad limitada a
un 6rgano, sino que el sustrato fisiopatologico en el que se desarrolla es sistémico, lo que refuerza el
~caracter global y unitario del sistema inmune. En el desarrollo de una enfermedad autoinmune no se
puede considerar de forma aislada la autorreactividad de algunos clones sino que también es relevante
el estudio funcional del sistema inmune que lo permite y expande con sus implicaciones en la
amplificacion de la lesion tisular, en este caso de forma clinicamente detectable localizado en unico

organo.
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1. En las fracciones celulares CD2+ purificadas de sangre periférica de los pacientes con
AA el porcentaje de linfocitos CD4+ es significativamente superior al encontrado en los

controles sanos.

2. La expresion del antigeno de activacion HLA-DR en las fracciones celulares CD2+ en
los pacientes con AA fue significativamente superior a la encontrada en los controles
sanos y en los pacientes con AT. La expresion de CD71 en los pacientes con AA fue

significativamente mayor a la observada en los controles sanos.

3. No hemos encontrado diferencias significativas en los porcentajes de expresion de las
isoformas CD45RA y CD45RO del antigeno leucocitario comin, entre los pacientes con

AA, pacientes con AT y controles sanos.

4. En los pacientes con AA se observa que los linfocitos CD2+ de sangre periférica
presentan una respuesta proliferativa a la estimulacion con mitogenos policlonales que
actuan sobre moléculas de la membrana citoplasmatica (PHA y OKT3) y los que lo
hacen a nivel de la proteina quinasa C (PMA), significativamente superior a la observada

en los pacientes con AT y en los controles sanos.

5. Los linfocitos CD2+ de los pacientes con AA son menos susceptibles a la muerte

programada inducida por activacion policlonal que los de los controles sanos.

6. En los sobrenadantes de los cultivos de linfocitos CD2+ de sangre periférica de los
pacientes con AA, estimulados con PHA a 24 horas, existe una concentracion de IL-4 e
IFNy significativamente aumentada en relacion a la encontrada en los de los pacientes
con AT y los controles sanos. La concentracion de IL-2 sin embargo esti aumentada en
los sobrenadantes de los cultivos de linfocitos CD2+ de los dos tipos de pacientes con
respecto a la de los controles sanos. No hemos encontrado diferencias significativas en

los niveles de produccion de IL-10 entre los tres grupos de sujetos estudiados.
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