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Nuestro sistema inmune ha desarrollado una compleja red
de interacciones entre leucocitos polimorfonucleares (PMN),
macréfagos (MQ), células dendriticas (CD), células citotoxicas
naturales (NK), linfocitos T CD4 (CD4) y CD8 (CD8), y linfocitos
B (B) con el fin de eliminar patégenos invasores a través de la
produccion de anticuerpos (Ac), mediadores solubles y células |
citotoxicas. Sin embargo, el sistema inmune también estd
capacitado para monitorear la aparicién de tumores y tratar
de eliminarlos. Por otra parte, en determinadas circunstancias
el sistema inmune se encuentra desregulado y dispara una
activacion inapropiada de la respuesta inmune que conlleva
el desarrollo de diferentes condiciones inmunopatoldgicas
tales como diversas reacciones alérgicas y enfermedades de
etiologia autoinmune, las que en determinadas circunstancias
se encuentran agravadas por un estado de inflamacion crénica.
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EDITORIAL

La inmunologia en
Argentina. Una rama de las
ciencias biomédicas que
contribuye al mejoramiento
de la salud de la poblacion

Dr. Norberto W. Zwirner B

Investigador Principal CONICET

Laboratorio de Fisiopatologia de la Inmunidad Innata
Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME)
Vuelta de Obligado 2490

C1429ADN Ciudad Autéonoma de Buenos Aires
nzwirner@ibyme.conicet.gov.ar

El afio pasado y a instancias de una invitacién recibida por parte de las autoridades de la Asociacién Argentina
para el Progreso de las Ciencias para organizar un nimero especial de la revista “Ciencia e Investigacion” referido
a Inmunologia, he seleccionado una serie de articulos escritos por investigadores renombrados de nuestro pais
en el cual intentamos mostrarle a la comunidad de lectores el aporte de la inmunologia a la resolucién de
problemas concretos en nuestra sociedad, en particular en el campo de la inmunidad contra agentes infecciosos.
Sin embargo, los microorganismos no son los Gnicos problemas con los que se debe enfrentar el sistema inmune.
Asimismo, la extremadamente fina regulacion de la respuesta inmune conlleva el riesgo de la aparicion de
fenémenos de sobre-activacion o activacién inapropiada de la respuesta inmune y estas condiciones pueden
llevar al desarrollo de diferentes formas de inmunopatologia manifestadas como enfermedades concretas en la
clinica. Por ello, para este nimero de la revista he seleccionado otra serie de articulos que tratan sobre algunas
de estas condiciones. Concretamente, en este nimero de Ciencia e Investigacién encontraremos un articulo
dedicado a las reacciones alérgicas en general y a la alergia a la leche de vaca en particular, y los problemas
que han emergido con el empleo de sustitutos a base de leche de soja (articulo aportado por el Dr. Guillermo
Docena del Laboratorio en Investigaciones en el Sistema Inmune -LISIN- de la Facultad de Ciencias Exactas de
la Universidad Nacional de La Plata). Contamos ademas con un articulo que aborda el problema de los tumores
y su compleja relacién con el sistema inmune (aporte de la Dra. Mariana Maccioni, del CIBICI, Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba). Otra causa de morbimortalidad importante lo
constituyen las enfermedades autoinmunes. Para abordar esta problematica, contamos con el aporte del Dr.
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Gabriel Rabinovich y su equipo (del Laboratorio de Inmunopatologia, Instituto de Biologia y Medicina Experimental,
Ciudad de Buenos Aires) y en este articulo se hace una descripcion de la problematica de la esclerosis mdltiple. En
otro articulo se describen una serie de problemas asociados con la enfermedad celiaca articulo que fue aportado por
el Dr. Fernando Chirdo del Laboratorio en Investigaciones en el Sistema Inmune -LISIN- de la Facultad de Ciencias
Exactas de la Universidad Nacional de La Plata. Finalmente, el Dr. Eduardo Chuluyan del Centro de Estudios
Farmacolégicos y Botanicos -CEFYBO- de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires nos aporta
con un articulo en el cual se analizan diversos mecanismos involucrados en el dafio tisular provocado por diversas
respuestas inflamatorias excesivas y las posibilidades terapéuticas en este terreno. En resumen, existen muchas
enfermedades de origen no infeccioso cuyo desarrollo y progresién estan intimamente ligados a la actividad del
sistema inmune. Las investigaciones llevadas a cabo probablemente contribuyan a un mejor conocimiento de su
etiopatogenia y al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, tal como se plantea en cada uno de los articulos
aportados. Como ya mencionara en el primer nimero de la revista dedicado a la inmunologia, es mi deseo que el
conjunto de articulos que los lectores encontraran en las paginas siguientes sirva para difundir entre la comunidad
cientifica argentina las actividades que desarrollamos quienes integramos orgullosamente la Sociedad Argentina de
Inmunologia. Muchas gracias.



ENFERMEDADES ALERGICAS Y
ALERGIA ALIMENTARIA A
LECHE DE VACA: potenciales
soluciones para un problema en
constante crecimiento

Palabras clave: alergia, alergia alimentaria, leche, soja, inmunoterapia
Key words: allergy, food allergy, cow’s milk, soy, immmunotherapy

La etiologia de la respuesta inmune alérgica es muy compleja
y diversos factores han sido descriptos como involucrados
en la induccion de las alergias. En las dltimas décadas se
ha observado un marcado incremento en su prevalencia y
actualmente constituyen las inmunopatologias que con mayor
prevalencia se presentan en el mundo. La misma tendencia
se observa en las alergias alimentarias por lo cual se estan

[ Guillermo Horacio Docena
Laboratorio de Investigacion en el Sistema
Inmune-LISIN. Departamento de Ciencias Biolo-
gicas. Facultad de Ciencias Exactas. Universidad
Nacional de La Plata. La Plata. Argentina.
guidoc@biol.unlp.edu.ar

realizando nuevos estudios y esfuerzos para comprender su
fisiopatogenia y desarrollar terapias que permitan controlar la patologia. Actualmente el principal tratamiento
consiste en evitar la exposicion al alergeno. Sin embargo, existen fuertes evidencias experimentales que
demuestran que las inmunoterapias constituyen tratamientos promisorios para corregir el defecto que se presenta
en la regulacion del sistema inmune en estos desérdenes.

La leche de vaca constituye el principal alergeno alimentario en numerosas regiones del mundo. Frecuentemente
se utilizan férmulas a base de proteinas de soja como sustituto lacteo en el tratamiento de la alergia a la leche de
vaca y en algunos pacientes se observa la induccién de una intolerancia sin sensibilizacién previa a la soja. Esta
observacion nos llevé a estudiar la reactividad cruzada entre ambos sistemas y, a partir de la identificacién de
varias proteinas de la semilla de soja de reactividad cruzada con las caseinas bovinas y de la caracterizacién in vitro
e in vivo de este fendmeno, proponemos el empleo de componentes de soja en el desarrollo de inmunoterapias
tolerogénicas e inmunomodulatorias para el tratamiento de las alergias alimentarias.

The etiology of allergies is very complex and several factors have been associated with the induction of these
diseases. A rising prevalence of allergy was observed in the last decades and this immunopathology constitutes
the most common disease worldwide. A similar trend has been described for food allergies and, hence, efforts
should be focused on studies aimed at understanding its physiopathogeny and to develop novel therapies for the
treatment of this disease. The most efficient treatment is the strict avoidance of the allergen. However, there are
strong evidences that indicate that immunotherapies constitute corrective treatments for the impaired regulation
of the immune system in allergic patients.

Milk allergy is the main food allergen in many regions. Soy-based formulae are frequently used as dairy substitutes
in the treatment of milk allergic patients. However, some patients develop a clinical intolerance even being
not sensitized to soy. This evidence encouraged us to study the cross-reactivity between both systems. We have
identified several seed proteins that cross-react with bovine caseins. The in vitro and in vivo characterization
of this phenomenom led us to propose the use of soy components in the development of tolerogenic and
immunomodulatory therapies for the treatment of food allergies.

B ENFERMEDADES ALERGICAS.

DEFINICIONES Y CONCEPTOS GE-
NERALES

El hombre vive en un medio
ambiente rodeado de sustancias

antigénicas, muchas de las cuales
son patogénicas, por lo cual le re-
sultaria imposible sobrevivir sin los
mecanismos de defensa. A lo largo
de la escala evolutiva los microorga-
nismos han sido la presion selectiva

ejercida por el medio que ha mol-
deado el sistema inmune de los dis-
tintos organismos. De esta manera
los mecanismos de defensa no son
similares en un pez que vive en el
agua, una planta que vive en una
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zona desértica o en una zona tropi-
cal, un invertebrado o un vertebra-
do. Sin embargo, existen diferentes
grados de evolucién del sistema in-
mune en los seres vivos y la maxima
expresion en complejidad la pode-
mos encontrar actualmente en los
mamiferos. La inmunidad innata y la
adaptativa funcionan a través de una
compleja red de células y moléculas
dirigidas a detectar y clasificar a los
antigenos para luego controlarlos o
eliminarlos. Sin embargo, existe un
grado adn mayor de complejidad
que consiste en la posibilidad de
coexistir con microorganismos en el
propio organismo vy ésta es la situa-
cién que se presenta con la micro-
biota en el intestino.

La inmunidad innata, a través de
distintos receptores (receptores tipo
Toll, receptor de manosa, recepto-
res scavengers, etc), es la encargada
de la deteccién y clasificacion de
los antigenos procaridticos (a través
de la identificacién de los MAMPs
o patrones moleculares asociados
a microorganismos) o de compo-
nentes derivados del dafo celular
(detecciéon de DAMPs o patrones
moleculares asociados a dano) e
inducir los mecanismos especificos
de defensa. Sin embargo, en el uni-
verso de antigenos también hay que
incluir antigenos del medio ambien-
te y antigenos de la dieta, dado que
a pesar de ser inocuos constituyen
sustancias extranas para el sistema
inmune. Por lo tanto, un organismo
que se desarrolle en un determinado
medio ambiente va a contactar an-
tigenos de diferente tipo y contara
con un sistema inmune con cierto
grado de complejidad adaptado a
funcionar en el medio en el cual se
desarrolla.

Frente a esta variedad de anti-
genos el sistema inmune tiene la
capacidad de montar mecanismos
activos de tolerancia frente a anti-
genos dietarios y microorganismos
presentes en la microbiota (que ne-
cesita preservar) y al mismo tiempo

activar mecanismos capaces de eli-
minar microorganismos patogenos.
Estos mecanismos se inducen en las
mucosas.

La mucosa gastrointestinal es la
mucosa mas compleja y desarrolla-
da donde el sistema inmune apren-
de contra qué antigenos inducir to-
lerancia o “no respuesta” y contra
qué antigenos inducir mecanismos
activos que los controlen vy, en el
mejor de los casos, los eliminen. Los
componentes propios pueden en
ciertas circunstancias comportarse
como antigenos, llamados autoan-
tigenos, y desencadenar fenémenos
o enfermedades autoinmunes. Para
evitar estas situaciones patolégicas
el sistema inmune induce, desde el
mismo inicio en que se generan sus
células en el organismo, un conjun-
to de mecanismos de tolerancia para
evitar respuestas activas que termi-
nen danando los tejidos y érganos
propios. Mecanismos similares son
los que operan frente a antigenos
inocuos del medio ambiente.

Para el caso en particular de los
alergenos, antigenos que generan
respuestas alérgicas, éstos son an-
tigenos presentes en el medio am-
biente y en la dieta y en su gran
mayoria son sustancias inocuas. Un
alergeno es una sustancia capaz de
inducir la activacion del sistema in-
mune (inmundégeno) y luego reac-
cionar con los elementos generados.
Los alergenos mds importantes son
proteinas, glicoproteinas e hidra-
tos de carbono. Sustancias como
el aire, agua, humedad o irritantes
quimicos que frecuentemente se los
suele confundir con sustancias que
inducen reacciones alérgicas, no
son alergenos. Sin embargo, pueden
generar reacciones similares a las
alergias, de hecho se las denomina
alergias fisicas, aunque los mecanis-
mos involucrados son diferentes.

En un individuo normal la res-
puesta inmune frente a los alergenos
es la tolerancia especifica que evita
la induccién de procesos inflama-

torios frente a estos antigenos. Este
fenémeno es muy importante para
preservar el proceso de absorcién
de nutrientes ya que es necesario
que los antigenos de la dieta puedan
alcanzar el intestino y sean absorbi-
dos. Pero al mismo tiempo resulta un
mecanismo necesario para conser-
var los microorganismos vivos pre-
sentes en el lumen intestinal (micro-
biota) aunque en este caso no se tra-
ta de alergenos. Esto refleja que los
mecanismos de tolerancia no se han
generado en la escala evolutiva para
evitar las reacciones alérgicas (que
seguramente no existian hace miles
o cientos de miles de afios) sino que
constituyen un aspecto evolutivo de
la relacién organismos-microorga-
nismos que ademas es parte del re-
conocimiento y preservacién de lo
propio. Asi como se ha demostrado
que muchos patégenos son capaces
de evolucionar a partir de microor-
ganismos comensales, actualmente,
se postula que bacterias presentes
en la microbiota se han desarrollado
a partir de bacterias patégenas del
tracto gastrointestinal (por ejemplo
Salmonella), lo que les ha posibi-
litado adaptarse y sobrevivir en di-
cho medio sin que sean eliminadas.
Para poder establecer este equilibrio
y convivir en simbiosis, el sistema
inmune asociado a la mucosa gas-
trointestinal requiere de diversos
mecanismos para poder detectar
microorganismos no patégenos y no
eliminarlos. Por el contrario, frente
a un microorganismo patogénico el
sistema inmune se activa y genera
un foco inflamatorio que, ademas de
favorecer el desarrollo de la inmu-
nidad innata y adaptativa, posibilita
la eliminacion del antigeno. Esto no
ocurre con un antigeno no procario-
tico e inocuo (sustancia del medio
ambiente, de la dieta o un compo-
nente propio) dado que a través de
los mecanismos de tolerancia evita
que se genere un proceso inflamato-
rio. Sin embargo, existen situaciones
en las que el sistema inmune no fun-
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ciona de esta manera y se activa en
forma inadecuada: son las reaccio-
nes de hipersensibilidad o alergias.

Se ha definido el término aler-
gia como “respuesta alterada o
excesiva”. Este tipo de enfermeda-
des se conoce desde la época de
los egipcios (3000 anos A.C con la
muerte de un faraén por una anafi-
laxia causada por una picadura de
avispa) también se han encontrado
reportes muy antiguos en Grecia y
China sobre afectaciones del arbol
respiratorio y de la piel, inclusive
remarcando asociaciones familia-
res, pero recién a inicios del siglo
XX se caracterizd clinicamente es-
tas afecciones con mayor precision.
Posteriormente, en la década del 60,
Gell y Coombs sistematizaron y cla-
sificaron estas reacciones en 5 tipos
de reacciones de hipersensibilidad
(Gell & Coombs 1963) en base al
tiempo que demoraba la aparicion
de los sintomas y las dosis necesa-
rias para inducirlas. Actualmente, y
sobre la base del conocimiento de
los mecanismos moleculares y celu-
lares involucrados, los mecanismos
de hipersensibilidad se clasifican en
4 tipos (que se corresponden con los
de Gell y Coombs):

Tipo I: hipersensibilidad inmediata o
mediada por IgE

Tipo IlI: hipersensibilidad citotéxica
o dependiente de anticuerpos (IgG
e IgM)

Tipo HI: hipersensibilidad mediada
por complejos inmunes

Tipo IV: hipersensibilidad retardada
o mediada por células

Si bien estas reacciones también
pueden ser clasificadas segin sean
originadas por anticuerpos (Tipo | a
I) o células (tipo V) en todas parti-
cipan células y en todas el mecanis-
mo de dafio es la inflamacién. Otro
aspecto muy importante que retinen
las reacciones de hipersensibilidad
es que requieren contactos previos
repetitivos con el antigeno para que

se manifiesten. Esto llevé a definir el
término sensibilizacién que se refie-
re al mecanismo inducido por el pri-
mer contacto con el antigeno en el
cual se generan los elementos efec-
tores. Por lo tanto, las reacciones
de hipersensibilidad requieren que
el individuo haya sido previamente
sensibilizado o que haya sido ex-
puesto al menos una vez al antigeno
desencadenante.

Las enfermedades alérgicas son
por lo tanto manifestaciones cli-
nicas producto de una falla en los
mecanismos de activacién o regula-
cién de la respuesta inmune frente
a antigenos inocuos, ampliamente
distribuidos en el medio ambiente y
estan mediadas por los mecanismos
de hipersensibilidad. Una reaccién
alérgica puede ser causada por cual-
quiera de los 4 mecanismos de hi-
persensibilidad descriptos e inclusi-
ve es comUn que varios mecanismos
se presenten en forma simultanea o
secuencial en el tiempo en un mis-
mo paciente. Esto determina que en
numerosas ocasiones se identifiquen
mas de un elemento inmunopatogé-
nico (células y/o moléculas) y que se
trate de patologias complejas y he-
terogéneas.

El término atopia (del griego ato-
pos, o “fuera de lugar”), original-
mente propuesto por Coca (1923),
se refiere al estado de hipersensibi-
lidad que presentan ciertos indivi-
duos (individuos susceptibles) ante
la presencia de sustancias o condi-
ciones que para el resto de la pobla-
cién son inocuas y que ademds pre-
sentan una predisposicion genética
para producir anticuerpos IgE (Kay y
col. 2001). Por lo tanto en muchas
ocasiones un individuo alérgico es
atépico. Un 65-80% de los enfer-
mos con asma bronquial alérgica y
rinitis alérgica presentan anteceden-
tes familiares de atopia y, por otro
lado, los miembros de una familia
de atdpicos pueden presentar dis-
tintos cuadros clinicos. El modo de
herencia de esta condicién es poli-

génica multifactorial.

En particular nos interesa descri-
bir las reacciones de hipersensibili-
dad tipo | o inmediatas o atopicas
dado que son las mas frecuentes y
pueden ser las mas graves. Se carac-
terizan, como dijimos anteriormen-
te, por la produccién exacerbada de
inmunoglobulinas IgE para lo cual se
requiere la activacion de linfocitos B
(LB) a células plasmaticas producto-
ras de anticuerpos con la participa-
cion de los linfocitos T (LT) CD4* o
helper o colaboradores de fenotipo
Th2 (LT Th2). La IgE producida y se-
cretada por las células plasmaticas
pasa a circulacién sistémica y se une
a los receptores de alta afinidad pre-
sentes en mastocitos (en tejidos), ba-
séfilos (en circulacion) y eosinéfilos
(en tejidos y circulacion). Esta fase
de la respuesta alérgica se denomina
fase de sensibilizacion y ocurre con
el primer contacto con el alergeno.
Cuando esto se produce en forma
repetitiva en individuos atépicos o
alérgicos resulta en una exagerada
produccién y secrecion de anticuer-
pos IgE, situacién que caracteriza
a esta condicién. En individuos no
alérgicos la IgE se produce en can-
tidades mucho menores atn frente
a exposiciones repetitivas a los aler-
genos. Sélo se encuentran niveles
elevados de IgE en infecciones con
determinados parasitos.

En individuos alérgicos, exposi-
ciones posteriores al alergeno deter-
minan su unién a la IgE que se en-
cuentra en la membrana plasmatica
de las células sensibilizadas (unida
a los receptores de alta afinidad) y
el entrecruzamiento de al menos
dos moléculas de IgE por el alerge-
no dispara la activacién celular con
la consiguiente degranulacion vy li-
beracién al medio extracelular del
contenido de sus granulos citosoli-
cos en forma inmediata. Aqui se en-
cuentran sustancias con una intensa
actividad inflamatoria tales como la
histamina. Pero ademas se induce la
sintesis de sustancias pro-inflamato-
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rias tales como leucotrienos, prosta-
glandinas, citoquinas, quimiocinas y
factores de crecimiento. Sin embar-
go, los granulos citoplasméticos de
los mastocitos, basofilos y eosiné-
filos contienen también numerosas
enzimas, citoquinas y quimiocinas.
Por lo tanto, la activacion celular
genera la rdpida liberacién de sus-
tancias con actividad farmacolégica
pro-inflamatoria que origina un foco
inflamatorio inmediato, mientras
que la induccién de la sintesis de
otras sustancias pro-inflamatorias en
forma mas tardia perpetda el proce-
so inflamatorio en el tiempo. Esta se-
gunda etapa de la reaccién alérgica
se denomina fase efectora. En con-
junto estos mecanismos determinan
que exista una reaccioén inflamatoria
inmediata, y otra tardia en el érgano
o tejido (6rgano de choque u 6rgano
blanco) donde el alergeno activa al
sistema inmune.

Cuando el alergeno alcanza la
circulacién y se une a las IgE de los

basofilos el proceso inflamatorio se
denomina anafilaxia y constituye la
reaccion alérgica que mas graves
consecuencias puede tener en la sa-
lud del paciente. Cuando el proce-
so de activacion celular se produce
en forma repetitiva sobre un érgano
blanco es posible que se genere un
infiltrado celular cuyas caracteris-
ticas dependeran del tejido y tipo
de células que se hayan activado. Si
persiste la activacion celular (inclu-
sive de las células atraidas) se pro-
duce el remodelamiento tisular con
la posible pérdida de la funcién del
organo. Esto ocurre por ejemplo en
la insuficiencia respiratoria en el pa-
ciente con asma alérgico, debido a
la acumulacién y activacién de neu-
trofilos, eosindfilos y linfocitos. En
general para llegar a un cuadro de
este tipo se requieren afios de pro-
pagacién del foco inflamatorio y sus
caracteristicas, como asi también su
respuesta al tratamiento, depende-
ran del tipo de proceso inflamatorio

instaurado. En estos casos estamos
ante una inflamacién crénica

Por lo tanto una reaccién alérgi-
ca requiere de una fase de sensibi-
lizacion inicial y una fase efectora
posterior y puede dar origen a una
reaccion inmediata (en minutos) y
luego una reaccion tardia (en horas
o dias); a su vez la inflamacién pue-
de ser aguda o crénica. Por lo tanto,
las enfermedades alérgicas son pa-
tologias muy complejas y heterogé-
neas donde no existe un Gnico me-
canismo inmunopatogénico. Esto se
refleja en la clinica de los pacientes
dado que se pueden observar desde
reacciones leves (tos, picazén, ma-
lestar abdominal, etc) hasta graves
(asma, anafilaxia, etc), que afectan a
distintos 6rganos (piel, pulmén, in-
testino, etc), y pueden manifestarse
a distintas edades. Esto implica que
cuando se habla de una alergia no
nos referimos a una Gnica patologia
sino que constituye un sindrome con
manifestaciones muy heterogéneas
y variables, adin en un mis-
mo individuo, lo cual difi-
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Figura 1: Etapas de una reaccion alérgica. Esquema de la fase de sensibilizacién y

de la fase efectora.

calor, por frio o por ejerci-
cio.

CPA: células presentadoras de antigenos, CP: células plasmaticas, LTh2: linfocitos T

Th2.
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diferentes 6rganos y tejidos.

B ALERGIAS ALIMENTARIAS

Se definen las alergias alimenta-
rias como las reacciones de hiper-
sensibilidad desencadenadas por
alergenos alimentarios. Es impor-
tante definir correctamente qué son
las alergias alimentarias dado que
suelen confundirse con una reac-
cién adversa a alimentos. La alergia
alimentaria es una reaccién adversa
originada por la ingesta de alimen-
tos o aditivos alimentarios en la que
participa el sistema inmune. Com-
prenden una amplia variedad de
trastornos que pueden ser mediados
0 no por anticuerpos IgE (Wang y
col. 2011). Por lo tanto las alergias
alimentarias no constituyen una Uni-
ca patologia, sino que involucran di-
ferentes enfermedades o patologias
tales como la anafilaxia, el sindrome
de alergia oral, la enterocolitis, la
esofagitis eosinofilica, la proctocoli-
tis, la gastroenteropatia eosinofilica,
la dermatitis atépica, el eccema y
otras. En cambio se define una reac-

cion adversa a los alimentos en su
concepcién mas amplia como una
reacciéon andmala, desencadenada
por alimentos, que puede o no estar
mediada por el sistema inmune. Se
clasifican en toxicas (que dependen
de latoxicidad del alimento tal como
pescado en mal estado, chocolate,
banana y palta que contienen hista-
mina, alimentos contaminados con
microorganismos, etc) y no toxicas
(que dependen de la susceptibilidad
individual). Entre éstas se encuen-
tran las no mediadas por el sistema
inmune o intolerancias (alteraciones
anatémicas del tracto gastrointes-
tinal, deficiencias enzimaticas, al-
teraciones sicosomaticas, etc) y las
mediadas por el sistema inmune o
reacciones alérgicas (originadas por
mecanismos de hipersensibilidad).
Por lo tanto una alergia alimentaria
es un tipo de reaccién adversa ori-
ginada por alimentos en la que el
sistema inmune se encuentra involu-
crado. Se estima que sélo el 15-20%
de las reacciones adversas alimenta-

rias son realmente alergias alimenta-
rias, por lo cual resulta sumamente
importante definir correctamente
los diferentes términos y contar con
métodos diagndsticos precisos dado
que el tratamiento y el prondstico
son muy diferentes segln la patolo-
gia. Por lo tanto, el diagnéstico de
una alergia alimentaria requiere re-
lacionar la sintomatologia presente
en un paciente con un alimento des-
encadenante o nocivo y establecer
la participacion del sistema inmune.

B INCREMENTO EN LA PREVA-
LENCIA DE LAS ENFERMEDADES
ALERGICAS, EN PARTICULAR EN
LA ALERGIA ALIMENTARIA A LA
LECHE DE VACA

Es ampliamente conocido que
las alergias tienen una base poligé-
nica de predisposicién (se han ma-
peado diferentes genes en distintos
cromosomas) junto a una serie de
factores ambientales disparadores
(particulas diesel y demds contami-
nantes ambientales, efecto pro-in-
flamatorio de distintos pélenes, etc)
lo que determina que la herencia
sea poligénica multifactorial. Desde
hace varias décadas se han estudia-
do e identificado numerosos genes
polimérficos en pacientes alérgicos
que afectan la predisposicion indi-
vidual al desarrollo de las alergias
(atopia). Sin embargo, la predisposi-
cién genética por si sola no puede
explicar el marcado aumento en la
prevalencia de estas enfermedades
observado en las dltimas 3 décadas
(se ha duplicado por cada década
transcurrida). Se ha propuesto que
la influencia de factores ambientales
disparadores que acttan sobre esta
base genética de susceptibilidad
serian los responsables de los cam-
bios registrados en determinadas
regiones del mundo. Estudios epi-
demiolégicos han revelado que mas
del 25 % de la poblacién general se
encuentra sensibilizada, particular-
mente en paises industrializados, lo
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cual representa una cifra alarmante
(Sicherer y col.2010).

Aunque estas enfermedades no
estan directamente relacionadas con
la presencia de microorganismos,
éstos estan fntimamente involucra-
dos en la induccién y regulacion
de los mecanismos inmunolégicos
especificos contra los alergenos. La
hipétesis de la higiene, luego de casi
30 anos de debate, pretende funda-
mentar el marcado incremento en
la incidencia de las alergias en las
Gltimas décadas en determinadas re-
giones del mundo (Stracham vy col.
1989). Esta hipdtesis postula que
una menor exposicién a microor-
ganismos intracelulares patégenos
ha sido determinante en la mayor
instauracion de mecanismos Th2-
dependientes frente a la exposicion
a alergenos (Okada y col. 2010). Los
habitos de vida en ambientes mas
limpios, mejores planes de vacuna-
cién, mejores antibidticos, alimen-
tos menos contaminados, menor
contacto con mascotas, etc. han
determinado que el sistema inmune
reciba una menor carga de informa-
cién del medio ambiente relaciona-
da con microorganismos, junto a un
mayor contacto con alergenos debi-
do a habitos de vida mas intra-domi-
ciliarios, ambientes mas amoblados,
con sistemas centralizados de circu-
lacion de aire, etc. Esto implica que
el sistema inmune reciba una menor
carga de desafios antigénicos pro-
Th1 y maés estimulos pro-Th2. Por
lo tanto, el sistema inmune en indi-
viduos con una susceptibilidad ge-
nética tiende a reaccionar de forma
Th2-dependiente frente a antigenos
inocuos que contacta repetidamente
y desencadenar reacciones inflama-
torias. En conclusidn, la hipdtesis de
la higiene postula que los cambios
producidos en el medio ambiente y
en los habitos de vida en los Gltimos
tiempos en paises occidentales o
desarrollados impactan en la regu-
lacién del sistema inmune. De esta
manera los mecanismos IgE-depen-

dientes, que en la escala evolutiva se
han generado como mecanismo de
defensa frente a determinados para-
sitos (macroparasitos que habitan en
o6rganos huecos) se estan activando
frente a antigenos inocuos del me-
dio ambiente.

Ademas, es importante conside-
rar que los microorganismos comen-
sales cumplen un papel esencial en
el desarrollo y correcto funciona-
miento del sistema inmune asocia-
do a las mucosas, principalmente a
través del estimulo de la produccién
de citoquinas inmunosupresoras
como IL-10 o TGF-B (Wills-Karp y
col. 2001). Es decir que la presencia
de microorganismos procariéticos
contribuyen al desarrollo de los me-
canismos de tolerancia que operan
frente a los antigenos inocuos (an-
tigenos de la microbiota, del medio
ambiente y de la dieta) (Sudo y col.
1997; Wannemuehler y col. 1982).
Por ejemplo, se ha observado que
la composicién de la microbiota en
nifios con alergia alimentaria difie-
re de la de un individuo no alérgi-
co (Ouwehand y col. 2001) lo cual
probablemente impacte en un fun-
cionamiento anémalo de los meca-
nismos de tolerancia. Esta hipétesis
es muy dificil de probar aunque ha
sido estudiada en modelos animales
y se ha demostrado que es posible
desencadenar cuadros de alergia
simplemente alterando la flora intes-
tinal mediante la administracién de
antibiéticos (Bashir y col. 2004).

En conjunto estos cambios, jun-
to a la globalizacién (migracién de
individuos, incorporacién de dietas
nuevas y a veces exoéticas o la mo-
dificacién de dietas pre-existentes
por acceso a nuevos alimentos) han
determinado que actualmente las
alergias sean las inmunopatologias
de mayor prevalencia en el mundo.
Un claro ejemplo de cémo un nue-
vo alimento incorporado en una die-
ta de una poblacién puede impactar
en una enfermedad de este tipo es el
caso del kiwi. En paises como Esta-

dos Unidos o inclusive en Argentina
no existia la alergia al kiwi. Sin em-
bargo actualmente la alergia al kiwi
es un problema importante. Asimis-
mo podemos mencionar el caso de
aquellas poblaciones que han inclui-
do en la dieta la manteca de manf
(Australia, Inglaterra, Canadd, etc).
En estos paises se estd observando
un aumento en la incidencia de la
alergia al mani en forma similar a lo
que ha ocurrido en los Estados Uni-
dos, donde el mani es el alergeno
alimentario mas inmunogénico. Esto
indica que los habitos dietarios son
un factor central en la instauracién
de las alergias alimentarias.

Como se mencion6 anteriormen-
te, en las dltimas décadas se ha ob-
servado un incremento muy marca-
do en la incidencia de las alergias y
en determinadas regiones del mun-
do afectan al 10-30% de la pobla-
cién, lo cual significa que afecta a
cientos de millones de individuos
(Sicherer y col. 2003, Devereux
y col. 2006, Sicherer y col. 2010).
La misma tendencia se ha observa-
do en las alergias alimentarias. Ac-
tualmente constituyen un problema
sanitario preocupante en muchos
paises (Gupta y col. 2007), inclu-
yendo el nuestro, a tal punto que en
ciertas regiones y para ciertos aler-
genos se puede hablar de epidemia

_THE
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Figura 3: La alergia al mani como
ejemplo de enfermedad alérgica
epidémica.
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de alergias (Sicherer y col. 2010). Tal
es el caso de la alergia al mani o la
alergia al latex. Esto significa que lo
que para la mayoria es un elemento
esencial de la vida para otros indivi-
duos (y cada vez son mas) significa
un elemento que les altera comple-
tamente los hdabitos de vida e inclu-
so puede ser mortal

Los estudios que se deben rea-
lizar para establecer valores de in-
cidencia para las alergias alimenta-
rias no son tarea sencilla. Implican
en primera instancia una correcta
definicién de la patologia y de cri-
terios claros de diagndstico. Se han
realizado estudios multicéntricos y
multidisciplinarios de gran enverga-
dura en Estados Unidos y en Euro-
pa que han arrojado la informacién
antes mencionada sobre un rapido
e importante incremento en la inci-
dencia de las alergias alimentarias.
Ademads, estos trabajos han estudia-
do el impacto que diferentes fac-
tores tienen sobre la incidencia de
esta patologia (Pereira y col. 2001,
McBride y col. 2012) informacién
que resulta muy importante para
comprender su bases moleculares
e implementar politicas sanitarias
y de control de alimentos, adecua-
das. El etiquetado de los alimentos
constituye un problema muy serio
para los pacientes alérgicos y la le-
gislacién vigente en todo el mundo,
aunque varia en cada pais, dista de
proteger al paciente. Frecuentemen-
te se emplean términos que no son
familiares para la poblacién en ge-
neral (por ejemplo “caseinatos” para
indicar la presencia de protefnas de
la leche) o directamente se omite la
presencia de una sustancia alergéni-
ca en la composicion del alimento.
En el mismo sentido, la situacion se
ha agravado por el hecho que cada
vez es mayor el nimero de alimen-
tos alergénicos. En el pasado era
comun observar nifios alérgicos a 1
6 2 alimentos mientras que actual-
mente es comun que sean alérgicos
a 2 6 3 alimentos (Hast y col. 2002;

Saarinen y col. 2005). Asimismo, la
intensidad con que se presentan las
alergias también parece estar modi-
ficandose. Un ejemplo que resume
lo mencionado lo constituye la le-
che de vaca: la alergia a la leche de
vaca es la alergia alimentaria de ma-
yor prevalencia en el mundo, afec-
ta aproximadamente un 2.5% de la
poblacién pediatrica (Rona y col.
2007) y su incidencia se ha incre-
mentado en la Gltima década (Bra-
num y col. 2009). Ademads es una
de las principales causas de reaccio-
nes de anafilaxia (Rona y col. 2007)
siendo el tercer alimento que produ-
ce la mayor cantidad de reacciones
anafildcticas fatales en el mundo
(Cianferoni y col. 2012). Estos datos
deben analizarse en el contexto de
las alergias alimentarias en su con-
junto cuya prevalencia alcanza ci-
fras de 5-6% de la poblacién general
durante el primer ano de vida, cifra
que cae a los 6 afos a un 2.5% y a
un 2 % a los 15 afos de edad (Rona
y col. 2007, Branum y col. 2009). En
general todas las alergias alimenta-
rias se manifiestan durante la infan-
cia etapa en la cual no se ha desa-
rrollado completamente el sistema
inmune. En adultos, las prevalencias
son menores aunque para ciertos
alergenos la sensibilizacién persiste
en el tiempo (soja, mani, pescados,
frutos secos, etc) con el agravante
que pueden originar reacciones sis-
témica graves (anafilaxia).

Pero no sélo la edad y la dieta
impactan en la manifestacién de
las alergias alimentarias. La forma
de consumo de los alimentos o los
cambios en las formas de prepa-
racién son factores que se deben
considerar. El mani es un ejemplo
de ello: como ya mencionamos en
EEUU el mani es un alergeno ali-
mentario muy importante principal-
mente por la cantidad de anafilaxias
y reacciones fatales que provoca. De
los aproximadamente 30.000 casos
por afio de anafilaxia causada por
alimentos, el 80% es causado por

mani con 200 casos fatales por ano.
Sin embargo, en China se consumen
cantidades similares de mani'y no se
observan los mismos problemas de
alergenicidad. Esto puede atribuirse
a que en China se consume princi-
palmente hervido o frito mientras
que en EEUU, el Reino Unido o Aus-
tralia se consume tostado (Sampson
y col. 2004). Se ha demostrado que
esta forma de procesamiento incre-
menta notablemente la alergenici-
dad de este alergeno por la interac-
cion entre las proteinas e hidratos de
carbono (Beyer y col. 2001).

Pero la incidencia de las alergias
alimentarias depende no sélo del in-
dividuo, cémo y cuando se expone
a los alimentos, sino también del ali-
mento, de su inmunogenicidad y ca-
racteristicas conformacionales. In-
clusive el pronéstico de una alergia
alimentaria y la edad de instauracion
de la tolerancia también dependen
de la conformacién de los alerge-
nos. El reconocimiento de epitopes
conformacionales en alergenos de la
leche determina que se adquiera to-
lerancia a edades tempranas, mien-
tras una respuesta inmune humoral
dirigida a epitopes secuenciales en
las caseinas bovinas determina la
persistencia de la alergia a leche de
vaca (Chatchatee y col. 2001, Wang
y col. 2011).

Por lo tanto, existen numerosos
factores que deben considerarse al
momento de establecer o analizar
los datos de incidencia, al mismo
tiempo que se intente comprender
la historia natural de la patologia.

B TRATAMIENTOS CONVENCIO-
NALES

El hecho que a una cierta edad
se instauren los mecanismos de tole-
rancia en la mucosa gastrointestinal
en forma espontanea no significa
que la patologia se haya curado. Esta
condicién puede manifestarse en
otras mucosas como es el caso de la
afectacién bronquial. Es comin ob-
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servar que la alergia a leche o huevo
en la primera infancia luego se aso-
cie con la sensibilizacion a alerge-
nos ambientales y el desarrollo de
asma (Cianferoni y col. 2009). Es
decir, que una temprana sensibiliza-
cién a través del tracto gastrointesti-
nal pone en evidencia la condicién
de alérgico de un individuo que po-
dra manifestarse de distinta manera
alo largo de la vida de no mediar un
correcto manejo terapéutico.

Existen actualmente diversos
tratamientos para las enfermedades
alérgicas, sin embargo, muy pocos
resultan efectivos como terapias co-
rrectivas. El principal inconveniente
para el desarrollo de este tipo de te-
rapias es el desconocimiento de los
mecanismos inmunopatogénicos e
inmunorregulatorios  subyacentes
en esta patologfa. Sin embargo, los
avances producidos en la caracteri-
zacién del sistema inmune de mu-
cosas y de los mecanismos de tole-
rancia e inflamacién han impactado
marcadamente en este campo y han
posibilitado el desarrollo de nuevas
inmunoterapias como Unico proce-
dimiento que hasta el momento ha
logrado modificar el curso de las
alergias. A pesar de que estas tera-
pias se aplican a las alergias desde
hace mas de 100 afnos, actualmente
existen numerosas preguntas y si-
tuaciones relacionadas con su im-
plementacién y seguridad que adn
permanecen sin resolver. Remitién-
donos a la historia, Leonard Noon y
John Freeman son considerados los
pioneros en esta especialidad. A co-
mienzos del siglo XX reportaron los
primeros resultados sobre tratamien-
tos con vacunas hiposensibilizantes
en pacientes con rinitis alérgica es-
tacional (Noon 1911). Posteriormen-
te, la introduccién del primer anti-
histaminico (Daniel Bovet en 1937,
le valié el Premio Nobel en 1957)
permitié controlar de mejor mane-
ra a los pacientes alérgicos, aunque
mediante tratamientos sintomdticos.
Recién en 1948 se introdujeron los

corticosteroides a la practica mé-
dica (Hench y Kendall, 1948, les
valié el Premio Nobel en 1950).
La era del tratamiento farmacolégi-
co se expandié marcadamente con
los descubrimientos concernientes
a las “prostaglandinas y substan-
cias relacionadas biolégicamente
activas” que culminaron en 1990
con el desarrollo de medicamentos
que bloquean el metabolismo de
los leucotrienos o anti-leucotrienos
(Samuelsson, Bergstrom y Vane, Pre-
mio Nobel 1982). Finalmente el des-
cubrimiento de las investigaciones
de Jerne, Kohler y Milstein (Premio
Nobel en 1984) relacionado con las
teorias sobre el sistema inmune y el
desarrollo de los principios de pro-
duccién de anticuerpos monoclona-
les también ha impactado positiva-
mente en la especialidad. El empleo
de anticuerpos anti-IgE ha resultado
exitoso como terapia en pacientes
con asma severa, rinitis y alergia ali-
mentaria (Maurer y col. 2013, Zhu y
col. 2013, Lieberman y col. 2013).
En el aflo 2003 se realizé el primer
ensayo en pacientes con alergia al
mani, con placebo y al azar, em-
pleando el anticuerpo humanizado
Hu-901 durante 4 meses (Leung y
col. 2003). Los resultados altamente
satisfactorios logrados impulsaron la
continuidad en el uso de este anti-
cuerpo, inclusive en ensayos clini-
cos combinado con inmunoterapia,
en los que ha resultado efectivo en
pacientes con anafilaxia (Lieberman
y col. 2013). El principal mecanismo
de accion de este anticuerpo es el
bloqueo de los anticuerpos IgE cir-
culantes. Sin embargo, se ha obser-
vado que también controla la expre-
sion de los receptores especificos de
IgE en mastocitos y basoéfilos, lo que
permite reducir la hiperreactividad
frente a la exposicién al alergeno.
También se han empleado, como
terapias no antigeno-especificas,
citoquinas y anticuerpos anti-ci-
toquinas en pacientes con asma,
rinitis y dermatitis atépica aunque

el resultado de estos protocolos ha
sido muy poco satisfactorio. Se ha
estudiado en humanos el uso de re-
ceptores solubles de interleuquina
(IL)-4, anti-IL-5, anti-IL-9, anti-1L-13,
anti-eotaxina, interferén-y recombi-
nante (rIFN-y), IL-12 recombinante
(rlL-12); mientras que en modelos
animales también se ha estudiado
el efecto de citoquinas recombinan-
tes tales como IL-10, IFN-y., IL-12 e
IL-18 y anticuerpos monoclonales
contra el receptor de IL-13 (IL-13Ra)
o IL-4 (IL-4Ra), moléculas acceso-
rias de superficie tales como CD80,
CD86, CD28 y CD23 y citoquinas
tales como IL4, IL-13 y otras.

Con respecto a las inmunotera-
pias, a pesar de haber tenido un co-
mienzo promisorio hubo un periodo
oscuro hasta la década de los 80 en
el que el balance beneficio-riesgo
fue netamente desfavorable para el
paciente, basicamente por las in-
numerables reacciones adversas
(muchas fatales) de los tratamien-
tos subcutaneos. Esto llevo a iniciar
una etapa de exploracion de nuevas
preparaciones antigénicas (extractos
estandarizados) y procedimientos. El
empleo de rutas alternativas de ad-
ministracién, un mejor conocimien-
to del sistema inmune, la inclusiéon
de placebos en ensayos clinicos y
la elaboracién de guifas internacio-
nales para los tratamientos (EAACI
guidelines 1997, WHO guidelines
1998, ARIA 2001 vy actualizacio-
nes 2008 y 2010, WAO 2009, EMA
2009) (Mailing y col. 1997, Bous-
quet y col. 1998, Bousquet y col.
2001, Bousquet y col. 2008, Brozek
y col. 2010) Ilevé a una visiébn mas
optimista sobre este tipo de terapias
recién en los inicios del siglo XXI.

Por otro lado, el conocimiento
sobre el genoma humano junto con
el creciente desarrollo de la indus-
tria biotecnolégica, determiné un
importante impulso al disefio de
nuevos farmacos con el potencial
desarrollo de novedosas terapias
correctivas del sistema inmune. Sin
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embargo, el principal reto sigue
siendo el control de la patologfa y de
su creciente prevalencia en determi-
nadas regiones del mundo como se
desarrollé previamente.

Para el caso de las alergias ali-
mentarias, actualmente el tratamien-
to mas efectivo consiste en la elimi-
nacion estricta del alergeno ofensi-
vo de la dieta antes de los 2 afios
de edad o hasta la instauracion de
los mecanismos de tolerancia. Sin
embargo, algo que parece simple
presenta multiples complicaciones:
desde la necesidad de identificar al
alimento alergénico hasta la educa-
cién del paciente y de su entorno
familiar sobre la posibilidad de ocu-
rrencia de reacciones accidentales
por la presencia de alergenos ocul-
tos en los alimentos o las reactivida-
des cruzadas entre diferentes siste-
mas proteicos. En el recuadro 1 se
resumen distintos aspectos relacio-
nados al tratamiento de las alergias
a leche de vaca.

Se debe diferenciar la dieta de
restriccion (antes de los 2 anos de
edad), que requiere el

al diagndstico y tratamiento de las
alergias alimentarias. En particular
el DRACMA o Diagnosis and Ratio-
nale for Action Against Cow's Milk
Allergy ha desestimado completa-
mente el empleo de férmulas de soja
en nifos menores a los 6 meses de
edad por problemas nutricionales y
para evitar reacciones de hipersensi-
bilidad a edades tempranas (Fiocchi
y col. 2010).

Al mismo tiempo, los avances
logrados en el desarrollo y optimiza-
cién de las inmunoterapias correcti-
vas constituyen una opcién comple-
mentaria al tratamiento restrictivo
de esta patologia. Estos tratamientos
se basan en la induccién de meca-
nismos de tolerancia especifica a
través de la estimulacion antigénica
en forma controlada del sistema in-
mune asociado a las mucosas (Wei-
ner y col. 1994, Faria y col. 2005).
En este sentido el término tolerancia
inmune se define como la falta de
respuesta de la inmunidad adapta-
tiva a un antigeno y puede ser me-
diado por algunos de los siguientes

mecanismos: delecion, inactivacion
de los LT especificos del antigeno,
o inmunomodulacién de los LT es-
pecificos con la induccién de LTreg.
Esta tolerancia inmune es la base
de la falta de respuesta del sistema
inmune frente a antigenos propios,
antigenos no propios inocuos y de
la microbiota y en este proceso es
central la participacién de los lin-
focitos T regulatorios (LTreg). Estas
células pueden generarse durante la
ontogenia T en el timo (LTreg natu-
rales) o inducirse a partir de LT es-
pecificos de antigeno en la periferia
(LTreg inducibles) lo que constituye
un mecanismo clave del proceso de
tolerancia periférica o extra-timica.
Ambas poblaciones regulatorias se
caracterizan por la expresiéon del
factor de transcripcion FoxP3. Se ha
demostrado en modelos animales y
en patologias en humanos que mu-
taciones en moléculas involucradas
en la tolerancia central (mutaciones
en el factor de transcripciéon AIRE
o en FoxP3) generan patologias au-
toinmunes muy graves con manifes-

reemplazo de la leche por
un sustituto lacteo, de la
dieta de eliminacion (lue-
go de los 2 anos de edad)

Lumen intestinal

cuando el paciente puede
ingerir una mayor variedad
de alimentos. En todos los
casos la dieta debe adap-
tarse a las necesidades
nutricionales de cada pa-
ciente. En referencia a los
posibles sustitutos lacteos
a emplear, los hidrolizados
extensivos de proteinas de
leche son la primera op-
cién excepto en pacientes
con anafilaxia. Si no son
tolerados puede recurrirse
a hidrolizados de protei-
nas de arroz y en ultima
instancia a férmulas a base
de aminoacidos. Existen di-
versos trabajos que han fi-
jado posicion con respecto
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Figura 4: Esquema de los mecanismos de tolerancia y sensibilizacién en el tracto
gastrointestinal.
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taciones alérgicas (APECED-distrofia
ectodérmica con candidiasis y po-
liendocrinopatia e [PEX-sindrome
de enteropatia, poliendocrinopatia e
inmunodesrrregulacién ligado al X,
respectivamente) lo cual demuestra
la importancia de la expresion de
FoxP3 en estas células y de la parti-
cipacién de las mismas en los meca-
nismos de tolerancia. Es sabido que
la induccién de LTreg es altamente
dependiente de las células presenta-
doras de antigeno y del tejido don-
de se produce este proceso. Esto ha
determinado que las nuevas terapias
para enfermedades autoinmunes y
alérgicas exploten estos conceptos
para inducir tolerancia especifica. El
sitio preferencial para la induccién
de LTreg es la mucosa gastrointes-
tinal e incluye la participacién de
subpoblaciones muy particulares de
células dendriticas que presentan
los antigenos a los LT bajo condicio-
nes homeostaticas muy particulares
(factores especificos producidos por
el estroma). Se han caracterizado 2
subpoblaciones de células dendri-
ticas que participan en este meca-
nismo: las que expresan el receptor
CX3CR1 encargadas del muestreo
de antigenos del lumen intestinal
mediante la emision de dendritas a
través de la barrera epitelial, y las
que expresan el marcador CD103,
que reciben el antigeno de las cé-
lulas dendriticas antes mencionadas
y migran a los ganglios mesentéri-
cos para activar a los LT en el area
T. Sin embargo, se ha demostrado
que no solo las células dendriticas
intestinales inducen LTreg sino que
también pueden inducirse en piel y
bronquios. Estos LTreg son los encar-
gados de controlar a las células den-
driticas, linfocitos Th2 y linfocitos B
(Rescigno y col. 2009).

Es ampliamente conocido que en
pacientes con alergia alimentaria la
respuesta inmune adaptativa a anti-
genos dietarios se caracteriza por la
produccion exacerbada de anticuer-
pos IgE y la presencia de LT Th2 es-

pecificos que dirigen la diferencia-
cién de los LB a células plasméticas
productoras de IgE. Esto constituye
una evidencia que fallas a nivel de
regulacion podrian ser las respon-
sables de una inmunidad adaptativa
descontrolada. A pesar de que es
muy dificil estudiar la respuesta ce-
[ular asociada a los mecanismos re-
gulatorios en la mucosa intestinal de
pacientes con alergia alimentaria se
han hallado deficiencias funcionales
en los LTreg (menor produccién de
IL-10 y TGF-B junto a una menor ex-
presion de FoxP3) que permiten sos-
tener esta hipétesis (Shreffler y col.
2009, Nguyen y col. 2009, Kroguls-
ka y col. 2011). También se ha de-
mostrado en pacientes alérgicos que
existen factores asociados al 6rgano
blanco que se encuentran alterados
en comparacién con un individuo
normal. La linfopoyetina asociada
al estroma timico (TSLP) es el factor
mas ampliamente asociado a fallas a
nivel de tolerancia en diferentes mu-
cosas. Esta quimiocina, inicialmente
asociada al desarrollo timico y a la
tolerancia central, actualmente se la
ha descrito como un factor soluble
que interviene en los mecanismos
de tolerancia periférica (Pabst y col.
2012). En pacientes con asma, der-
matitis atopica y alergia alimenta-
ria se ha hallado que se encuentra
excesivamente expresada y secre-
tada en bronquios, piel e intestino,
respectivamente. Se ha demostrado
que TSLP induce la diferenciacién
a células dendriticas con capacidad
de generar linfocitos LTh2 (Soumelis
y col. 2002, Liu y col. 2006).

Por lo tanto, en individuos alérgi-
cos la inmunidad adaptativa funcio-
na inadecuadamente en las mucosas
posiblemente por fallas a nivel de re-
gulacién. Por ello, las terapias que
posibiliten desviar la activacién del
sistema inmune parecen ser los pro-
cedimientos mds promisorios para el
control de esta patologia.

B VIEJAS, PERO PROMETEDORAS
TERAPIAS

Dado que los tratamientos far-
macolégicos no corrigen el defecto
inmunoldégico ni aseguran una remi-
sion a largo plazo, es indispensable
disefiar nuevas terapias correctivas y
definir guias que reduzcan el riesgo
de reacciones accidentales. Como
mencionamos anteriormente, ac-
tualmente se considera que los me-
canismos de tolerancia no funcionan
adecuadamente en pacientes alérgi-
cos y por lo tanto es légico consi-
derar a los LTreg como un blanco
terapéutico potencial con el objeti-
vo de re-instaurar los mecanismos
inmunorregulatorios que permitan
controlar la inmunidad adaptativa.
Se han realizado esfuerzos en los
Gltimos afos dirigidos a optimizar o
modificar protocolos pre-existentes
y se han obtenido resultados dispa-
res. Es importante resaltar que en es-
tos pacientes, aunque a los 5-7 anos
de edad la mucosa gastrointestinal
normalice la inmunidad y el control
de los antigenos dietarios en forma
espontanea, esto no significa que el
paciente se haya curado o que la pa-
tologia se haya autolimitado natural-
mente. Puede manifestarse en otras
mucosas con un cuadro clinico di-
ferente (asma, bronco-constriccion,
dermatitis, etc).

Las inmunoterapias mds mo-
dernas se basan en la expansion in
vivo de los LTreg o en la induccién
de LTreg inducibles a través de la
administracién mucosal de antige-
nos dietarios en forma controlada.
Dado que el principal marcador de
los LTreg es el factor de transcripcion
FoxP3 (los marcadores de mem-
brana son compartidos con otras
subpoblaciones celulares) es muy
dificultoso su aislamiento. Se estan
realizando esfuerzos para mejorar
su caracterizacion fenotipica (Hoff-
mann y col. 2009) y su amplifica-
cién ex vivo (expansién clonal) de
manera de poder desarrollar terapias
celulares que permitan reinstaurar la
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tolerancia inmune. Esta estrategia ha
sido posible en modelos animales y
demuestra que la hipétesis plantea-
da puede ser un sélido argumento
que aliente a profundizar los es-
tudios de este tipo de terapias. Los
trabajos de Ganeshan y col. han de-
mostrado que ratones alérgicos pre-
sentan niveles reducidos de TGF-B y
FoxP3 (Ganeshan y col. 2009) o que
el bloqueo de CTLA-4 incrementa la
sensibilizacién y los sintomas alér-
gicos frente al desafio antigénico
(van Wijk y col. 2005, Kumar y col.
2013). Ademas, la delecion de célu-
las que expresan FoxP3 en ratones
genera una inflamaciéon intestinal
que puede ser revertida mediante
la transferencia adoptiva de LTreg
FoxP3* (Boehm y col. 2012). Por lo
tanto, a partir de estas evidencias ex-
perimentales obtenidas en modelos
animales es importante establecer
si en todos los pacientes las alergias
alimentarias estan asociadas a de-
fectos en los LTreg.

Las primeras inmunote-
rapias desarrolladas se ba-

mani). Estos protocolos han logrado
incrementar el umbral de tolerancia
para la exposicién al alergeno o al
alimento alergénico en el 80% de
los pacientes tratados, disminuir los
niveles de IgE especifica e incremen-
tar los niveles de IgG1 e 1gG4 espe-
cificos (anticuerpos bloqueantes),
negativizar las pruebas cutaneas,
inducir LT con fenotipos regulato-
rios (junto a un descenso de IL-4 y
aumento de IL-10 y TGF-B) y man-
tener al paciente en un estado de no
respuesta frente a exposiciones na-
turales al alergeno durante tiempos
variables una vez finalizada la in-
munoterapia (Buchanan y col. 2007,
Jones y col. 2009). Sin embargo, en
todos los ensayos clinicos se han ob-
servado reacciones adversas, en su
gran mayoria leves pero ocasional-
mente severas (Staden y col. 2007).
La inmunoterapia nasal ha probado
ser un método efectivo, seguro y una
alternativa no invasiva a la inmuno-
terapia subcutdnea propuesta por la

Organizacién Mundial de la Salud
(Bousquet y col. 1998). Sin embar-
go, es poco lo que se conoce sobre
su mecanismo de accién y dosis de
antigenos a emplear. Esto determi-
na la necesidad de continuar con
los estudios y establecer si el resul-
tado alcanzado luego de la terapia
es un estado de desensibilizacion o
de tolerancia. Para lograr este fin se
requieren estudios prospectivos. En
este sentido definimos desensibiliza-
cién como la no respuesta durante el
tratamiento mientras que la induc-
cién de tolerancia se define como
la no respuesta una vez finalizado el
mismo.

Posteriormente, se introdujo la
inmunoterapia oral y los primeros
ensayos clinicos con leche de vaca
se realizaron en la década del "80
(Patriarca y col. 1984, Poisson y col.
1988). El primer ensayo al azary con
placebo se realizé recién en el 2008
en 20 pacientes con alergia a leche
de vaca mediada por IgE (Skripak y

saron en la administracién
subcutanea del alergeno en
cantidades crecientes (Op-
penheimer y col. 1992).
Aunque resultaron efecti-
vas para picaduras de in-
sectos y pélenes, para mani
y otros alergenos alimen-
tarios resultaban riesgosas
por la frecuente aparicion
de reacciones anafilacticas 1
al enfrentar los pacientes
sensibilizados con el aler-
geno nocivo (Casale y col.
2011). Sin embargo, este
tipo de procedimientos sig-
nificé un importante avan-
ce en el tratamiento de las
alergias constituyendo la
base para el posterior desa-
rrollo de la inmunoterapia
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col. 2008). A pesar que aproximada-
mente un 20% de los pacientes de-
bieron suspender el tratamiento por
las reacciones adversas inducidas se
alcanzé un incremento en el umbral
de tolerancia 50-100 veces superior
en el grupo tratado con respecto al
grupo control (Staden y col. 2007).

Actualmente esta terapia consti-
tuye la mejor opcion para el manejo
de pacientes con alergia alimenta-
ria. Sin embargo, a pesar de la gran
cantidad de estudios que se estan
realizando, no se ha alcanzado un
consenso internacional y no existe
en la practica clinica una inmuno-
terapia estandarizada y aprobada
para su uso rutinario en pacientes
(Passalacqua y col. 2012, Sheikh vy
col. 2012). Esto se debe a que hasta
el momento los resultados consegui-
dos son muy dispares. Podemos des-
tacar como el principal logro de los
protocolos aplicados el incremento
en el umbral de concentracién del
alergeno para la induccién de reac-
ciones de hipersensibilidad. Sin
embargo, siguen existiendo limita-
ciones concernientes a la seguridad
de los pacientes y su efectividad a
largo plazo. Estas dificultades plan-
tean que probablemente, y a dife-
rencia de lo que se observa en los
estudios realizados en modelos ani-
males, se requieran factores adicio-
nales (adyuvantes pro-tolerogénicos)
que permitan utilizar dosis menores
de antigeno y que favorezcan una
expansion de LTreg mas vigorosa y
duradera para controlar y revertir
la respuesta Th2 instaurada. En la
figura 5 se muestran los diferentes
mecanismos que pueden estar invo-
lucrados en una inmunoterapia de
este tipo.

Los estudios mas recientes han
determinado que la inmunoterapia
sublingual sea el tratamiento mas
eficaz principalmente en alergia a
diversos poélenes (Canonica y col.
2009). En alergia alimentaria existen
escasos estudios clinicos y se han
realizado en pacientes con alergia

a avellana, kiwi, pera, mani (Kerzl
y col. 2007, Fernandez Rivas y col.
2009) y leche de vaca (de Boissieu
y col. 2006, Patriarca y col. 2007).
Existe un Gnico estudio que compa-
ra la inmunoterapia oral con la su-
blingual (Keety col. 2011) y conclu-
ye que la principal ventaja de la in-
munoterapia sublingual es la menor
cantidad de alergeno que se requie-
re administrar (100-400 veces) dado
que es posible inducir los mecanis-
mos de tolerancia en la mucosa oral
sin la necesidad que el alergeno al-
cance el intestino y sea absorbido.
Esto se refleja en la menor cantidad
de reacciones adversas que se obser-
van (1/10 pacientes para inmunote-
rapia sublingual, respecto de 14/20
para inmunoterapia oral) por lo que
se considera que esta terapia cons-
tituye un tratamiento mds seguro y
una opcién a considerar en aquellos
pacientes en los que la inmunotera-
pia oral desencadena reacciones ad-
versas. Sin embargo, tampoco existe
al momento un consenso interna-
cional sobre las condiciones para su
aplicacion (duracion, frecuencia de
administracién, cantidades y tipos
de alergenos, vias de administra-
cién, edad de inicio, etc). Inclusive
existe la controversia sobre si es po-
sible disefnar gufas terapéuticas con-
sensuadas o en realidad habria que
definir terapias adaptadas a cada
paciente para garantizar eficiencia y
seguridad.

Consecuentemente, se podrian
proponer las siguientes modificacio-
nes o alternativas a introducir en las
inmunoterapias tolerogénicas con el
objeto de mejorar su calidad y efec-
tividad:

-empleo de adyuvantes pro-
tolerogénicos: se ha demostrado la
capacidad de proteinas secretadas
por microorganismos de interferir
la respuesta inmune a diferentes ni-
veles como estrategia de evasion de
la respuesta inmune. En particular
el grupo de Sun y col. ha logrado
inducir células CD4+ CD25+ con

propiedades regulatorias empleando
una proteina de Schistosoma japo-
nicum que interactia con células
dendriticas (Sun y col. 2012). Tam-
bién se ha demostrado la capacidad
de proteinas de choque térmico de
origen bacteriano (homélogas a HSP
60 humana) de prevenir o atenuar
el dafio por procesos inflamatorios
a través de la induccion de células
regulatorias (Hauet Broere y col.
2006). El empleo de estos compo-
nentes como adyuvantes pro-LTreg
podria ser una herramienta a consi-
derar en inmunoterapias tolerogéni-
cas que ademdas permitirian reducir
la dosis de antigeno.

-empleo de adyuvantes para el
direccionamiento de un alergeno
a las células presentadoras de anti-
genos mucosales: se ha explotado
esta propiedad adyuvante mediante
el empleo de nanoparticulas po-
liméricas (De Souza Rebougas vy
col. 2012). Esta tecnologia permite
ademas proteger al antigeno de la
degradacion enzimatica, degrada-
cién por cambios de pH y por la
accion de la bilis, su dosificacion
y direccionar el antigeno al sitio de
procesamiento adecuado, ya que se
ha demostrado que células presen-
tadoras de antigenos intestinales fa-
gocitan estas particulas. Se han estu-
diado vacunas mucosales emplean-
do particulas de diferente tamafo
(subcelular, T0-1000nm), polimeros
(sintéticos y naturales), diferentes
cubiertas (hidrofilicas, hidrofébicas,
con carga, etc), particulas biodegra-
dables y no biodegradables y formas
de preparacién (nanoencapsuladas
y nanoesferas). Estas vacunas han
resultado eficientes con proteinas,
péptidos y acidos nucleicos (Csaba 'y
col. 2009). El polimero natural mas
ampliamente estudiado para vacu-
nas mucosales es el quitosano. Este
polisacarido puede ser facilmente
derivatizado, es biodegradable, bio-
compatible y tiene la propiedad de
atravesar la barrera epitelial de la
mucosa intestinal y nasal. Estas pro-
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piedades han determinado que se
lo haya incorporado en numerosas
vacunas mucosales, en particular
como vacuna nasal u oral en mo-
delos animales de alergia (Liu y col.
2009, Islam y col. 2012,). Ademas
se ha demostrado que presenta una
particular tendencia a ser captada
por células dendriticas de la cavidad
oral e inducir tolerancia, por lo cual
representan una formulacién valida
para ser empleada en vacunas su-
blinguales (Saint-Lu y col. 2009).
-disefio de quimeras o proteinas
de fusion con capacidad incremen-
tada de inducir LTreg: el empleo de
proteinas alimentarias en forma re-
combinante ha resultado un trata-
miento muy satisfactorio en mode-
los animales de alergia alimentaria
(Li y col. 2003). El mapeo de epito-
pes B y T en la mayoria de los alerge-
nos principales de distintos sistemas
alimentarios ha posibilitado que se
obtengan alergenos recombinantes
modificados con reducida capa-
cidad de union e IgE (epitopes IgE
mutagenizados), pero que al mismo
tiempo puedan estimular linfocitos
T especificos. La administracion de
estos péptidos por vias mucosales
plantea una novedosa oportunidad
para inducir mecanismos de toleran-
cia con reducida toxicidad. La tecno-
logia del DNA recombinante junto a
la exploraciéon de nuevos sistemas
de produccion de proteinas (células
vegetales y plantas, células de ma-
miferos, etc) han posibilitado supe-
rar obstaculos y limitaciones de los
sistemas convencionales de produc-
cién que ha impactado notablemen-
te en el campo de la vacunologia.
La posibilidad de construir proteinas
quiméricas combinando epitopes T
con linkers en una misma molécula
(Meyer y col. 2002) o fusionar epito-
pes T a una proteina carrier como la
elastine-like protein (Soria-Guerra y
col. 2011) abre nuevas perspectivas
en el disefio de vacunas mucosa-
les. Un ejemplo en este sentido lo
constituye la expresion constitutiva

o transiente de péptidos tolerogéni-
cos (contienen epitopes T) en semi-
[las de arroz y su administracién por
via oral en ratones alérgicos al polen
durante 4 semanas. Se observé una
reduccion del score clinico frente al
desafio con el alergeno y un control
de la respuesta inmune mediada por
células Th2 (Takagi y col. 2005).

-combinacién de terapias: a par-
tir de los buenos resultados alcan-
zados mediante la combinacién de
inmunoterapia subcutdnea con ae-
roalergenos junto a una terapia a-IgE
(Omalizumab) en pacientes asmé-
ticos (Massanari y col. 2010) se ha
iniciado un ensayo clinico de inmu-
noterapia sublingual con proteinas
de mani con un pre-tratamiento con
a-IgE. El argumento de esta estrate-
gia terapéutica se centra en que el
pre-tratamiento de los pacientes con
Omalizumab disminuye las reaccio-
nes adversas, lo cual permite llegar a
la dosis de mantenimiento en forma
mas rapida e inducir los mecanismos
de tolerancia en forma mas eficien-
te (Peanut Oral Immunotherapy and
Anti-lmmunoglobulin E for Peanut
Allergy, 2009, W Burks actualmente
en fase 2).

El desarrollo de nuevas terapias y
la combinacién de las mismas pro-
bablemente resulte satisfactorio en
el control de esta patologia en un
futuro préximo.

B APORTES REALIZADOS ALTEMA

En nuestro laboratorio hemos
desarrollado un modelo de alergia
alimentaria a leche de vaca media-
do por IgE en ratones. Mediante la
administracién del alergeno por via
oral junto a toxina colérica induci-
mos la instauracion de una respues-
ta inmune Th2 en la mucosa intesti-
nal, con una produccién exacerba-
da de las citoquinas Th2 IL-5 e IL-13
a nivel local y sistémico. Al desafiar
los animales con el antigeno por
via oral se observa la induccién de
reacciones de hipersensibilidad que

se correlacionan con un incremento
en los niveles plasmaticos de hista-
mina y niveles elevados de IgE séri-
ca. Por lo tanto, consideramos que
este modelo reproduce la fase efec-
tora de la alergia alimentaria que
se observa en pacientes (Smaldini y
col. 2012). Contar con este tipo de
modelos nos permite realizar estu-
dios que en pacientes, por cuestio-
nes éticas, no son posibles. Por un
lado nos permite estudiar aspectos
moleculares y celulares de la fisio-
patogenia de la enfermedad y por el
otro nos sirve como herramienta in
vivo para investigar nuevas terapias
en desarrollo. Si bien no siempre es
posible la extrapolacién de los resul-
tados obtenidos en modelos anima-
les de experimentacién al humano,
constituye un paso fundamental en
la investigacion pre-clinica.

Hemos aplicado este modelo
murino al desarrollo de diferentes
terapias tolerogénicas e inmuno-
modulatorias basadas en la admi-
nistracion por distintas mucosas de
los alergenos o fragmentos de los
mismos para revertir el cuadro alér-
gico. En el caso en particular de los
tratamientos tolerogénicos, la admi-
nistracién del alergeno por via oral
(intra-gastrica o sublingual) induce
un incremento en los linfocitos LTreg
FoxP3* secretores de IL-10 en la la-
mina propia del duodeno y postula-
mos que serian los responsables de
la notable mejoria clinica observada
en los animales tratados. Estas célu-
las se encuentran disminuidas en ra-
tones alérgicos y su induccién supri-
me la produccién de IgE sérica, IL-5
e IL-13 y la consiguiente negativiza-
cién de la prueba cutanea (Smaldi-
ni y col. 2012 y resultados aln no
publicados). La aplicacién de este
protocolo nos permite instaurar los
mecanismos de tolerancia que en
esta condicion se encuentran depri-
midos y son los responsables de que
en un individuo no alérgico no se
generen mecanismos de hipersen-
sibilidad frente a antigenos inocuos
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(en este caso leche o soja) que in-
gresan por la via oral. Por otro lado,
en las terapias inmunomodulatorias,
el empleo de componentes de mem-
brana de bacterias que actian como
adyuvantes junto a proteinas de le-
che bovina permite revertir el cua-
dro alérgico en modelos de alergia
alimentaria y de asma. En los anima-
les tratados observamos niveles de
IgE similares a los animales control,
un incremento en los niveles séricos
de IgG2a especificos y un descenso
en los niveles de IL-5 e IL-13, con
un incremento de IFN-y a partir de
la expansion in vitro de esplenocitos
y de linfocitos T de lamina propia.
Estos resultados se correlacionaron
con la negativizacion de las pruebas
cuténeas y la supresién de los nive-
les plasmaticos de histamina, aun-
que el resultado mas destacable fue
la disminucién en el score clinico de
los animales sensibilizados, tratados
y desafiados oralmente con el anti-
geno. El mecanismo inmunorregula-
torio inducido mediante este proto-
colo es una respuesta Th1 especifica
del antigeno que logra controlar la
respuesta Th2 alérgica (resultados
ain no publicados). Actualmente,
estamos estudiando procedimien-
tos de este tipo empleando distintos
componentes inmunomodulatorios
(bacterias vivas, bacterias muertas,
componentes de bacterias y pépti-
dos vegetales).

Por lo tanto, el desarrollo de
un modelo en ratén de alergia ali-
mentaria a leche de vaca mediado
por IgE constituye una herramienta
valiosa para el estudio y validacion
de inmunoterapias que permiten
controlar y corregir los mecanismos
inmunoldégicos que se encuentran
alterados en las alergias. Este tipo de
estudios permite plantear el desarro-
[lo de nuevas terapias a aplicar en
pacientes con alergia alimentaria.

B ALERGIA A LECHE DEVACAY SOJA

Con respecto a la historia natu-
ral de la alergia a la leche de vaca
podemos resaltar que se manifiesta
principalmente en la primera in-
fancia, afectando a un 2-3% de los
ninos durante el primer afo de vida
con alrededor de un 80% de los
pacientes que desarrollan una tole-
rancia clinica a los 5 afios de edad
(Sampson y col. 1999). Alrededor
del 60% de los nifos con alergia a
leche de vaca experimentan reac-
ciones mediadas por IgE, aproxima-
damente 25% de estos nifios conser-
van dicha sensibilidad en la segunda
década de la vida y un 35% pasan a
tener otro tipo de alergia alimenta-
ria (Schraner y col. 1993, Sampson
y col. 1999). Esta patologia refleja lo
que se ha observado en otras enfer-
medades alérgicas con una crecien-
te incidencia (Rona 2007) e intensi-
dad en su manifestacién (10-19% de
los casos de anafilaxia inducida por
alimentos) (Jarvinen y col. 2008) en
los Gltimos afios.

Con respecto a la alergia a la soja
se presenta con prevalencias inferio-
res a la alergia a leche bovina, inclu-
so en nifos atépicos (Kattan y col.
2011), en contra de lo que se espe-
raba en la dltima década en funcién
de la gran exposicién a la que se
encuentra expuesta la poblacion ge-
neral. Si bien se consume soja bajo
distintas formas desde hace mds de
100 anos, se sabe que es mas impor-
tante como aeroalergeno (alergenos
de la cascara) que como alergeno
alimentario (Codina y col. 2000). La
sensibilizacién oral a los alergenos
de la semilla de soja parece no ser
un problema relevante, inclusive en
la poblacién pediatrica (inferior al
1.5%) por causas que se desconocen
(Bruno y col. 1997, Osterballe y col.
2009). Sin embargo, en poblaciones
orientales estos valores pueden lle-
gar a un 5% que luego disminuye
con la edad (Ahn y col. 2003). La
alergia a la soja parece ser un pro-

blema mas relevante como alergeno
de sensibilizacion secundaria siendo
la alergia a la leche de vaca uno de
los alergenos involucrados (Zeiger y
col. 1999, Bhatia y col. 2008). De
todos modos estos trabajos deben
analizarse cuidadosamente y consi-
derar la forma en que se consume
la leche y la soja, en cuanto a canti-
dad y formas de coccién, dado que
existe una sensibilidad diferencial
de los alergenos a los procesos tér-
micos o enzimaticos (Mittag y col.
2004). Existen trabajos que no refle-
jan esta situacién en pacientes alér-
gicos a la leche dado que toleran la
soja sin inconvenientes (Katz y col.
2010). El mani y el polen de abedul
han sido descriptos como alergenos
de reactividad cruzada con la soja,
aunque sélo se ha demostrado cli-
nicamente la alergenicidad cruzada
con el alergeno principal del abedul
(Bet v 1) en nifios y adultos (Kleine-
Tebbe y col. 2002). Con respecto al
desarrollo natural de la alergia a la
soja, los mecanismos de tolerancia
suelen instaurarse mds rapidamen-
te que en pacientes con alergia a
leche. Sin embargo, en un determi-
nado porcentaje de pacientes suele
manifestarse a edades mas tardias
que la alergia a leche y persistir en
la adultez (Savage y col. 2010).

Con respecto al tratamiento,
la dieta de restriccion es el proce-
dimiento inicial e indicado para
ambas alergias, sin embargo es un
problema de dificil resolucion prin-
cipalmente en pacientes lactantes.
A los inconvenientes de disponibili-
dad de sustitutos lacteos en nuestro
medio y de composicién y etiqueta-
do de los alimentos (se emplean fre-
cuentemente componentes de soja
como suplementos, contaminantes
o adulterantes de distintos alimen-
tos y suelen no estar indicados) de-
bemos adicionar el problema de la
reactividad cruzada entre proteinas
de la leche y la soja. En EEUU las
féormulas a base de soja constituyen
aproximadamente el 25% del mer-
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cado de férmulas para tratamiento
(Bhatia y col. 2008) y en nuestro pais
son una alternativa de uso frecuente
principalmente por el elevado cos-
to de los hidrolizados extensivos de
leche de vaca o de las férmulas a
base de aminoéacidos. Frente a todos
estos inconvenientes, la inmunotera-
pia oral se ha transformado en una
opcion terapéutica de creciente in-
terés. Existen suficientes evidencias
clinicas para sostener su eficiencia
en el desarrollo de tolerancia es-
pecifica y en el manejo clinico del
paciente. Sin embargo, se requiere
continuar y profundizar los estu-
dios para minimizar las reacciones
adversas vy fortalecer la instauracién
de los mecanismos inmunorregula-
torios subyacentes.

B REACTIVIDAD CRUZADA EN-
TRE LECHE Y SOJA Y SU APLICA-
CION EN LAS INMUNOTERAPIAS

A partir de la nueva clasificacién
de los alergenos en superfamilias de
proteinas en funciéon de su estruc-
tura y funcién (Breiteneder y col.
2004) se ha facilitado enormemente
la comprension de las reactivida-
des cruzadas mediadas por IgE. Se
considera que éstas basicamente se
producen entre proteinas con carac-
teristicas comunes a nivel de estruc-
tura primaria y terciaria. Se emplea
el término reactividad cruzada aler-
génica para describir las situaciones
clinicas que muestran una reactivi-
dad a una fuente claramente defini-
da sin exposicién previa.

Se han identificado diversos aler-
genos en la leche bovina, siendo
las caseinas (80% de las proteinas
totales) el principal alergeno (Wal
y col. 2004, Docena y col. 1996).
Esta fraccion esta constituida por di-
ferentes proteinas (aS1-, aS2-, B- vy
K-caseinas o Bos d 8) comprenden
el 32%, 10%, 28% y 10% respec-
tivamente del total de las proteinas.
En aST-caseina se han mapeado
epitopes B practicamente en toda

su secuencia aminoacidica lo que
determina su elevada alergenicidad
(Chatchatee y col. 2001, Cerecedo
y col. 2008).

Entre las proteinas de soja se
han reconocido 28 componentes
que pueden ser reconocidos por la
IgE presente en el suero de pacien-
tes alérgicos a soja (Shibasaki y col.
1980, Awazuhara y col. 1997). Sin
embargo, sélo han sido reconocidas
como alergenos por el Comité de
Alergenos de la IUIS las siguientes
proteinas: proteinas hidrofébicas de
la cascara Gly m 1y Gly m 2 (Co-
dina y col. 2000) y las proteinas de
semilla Gly m 3 (profilina) (Rihs y
col. 1999), Gly m 4 (proteina de de-
fensa o PR-10) (Berkner y col. 2009),
Gly m 5 (B-conglicinina 115) (Mittag
y col. 2004), Gly m 6 (glicinina 7S)
(Mittag y col. 2004) y Gly m Bd 30K
(proteasa cisteinica) (Herman y col.
2003).

Para el caso de la alergia a la
leche bovina se ha descrito amplia-
mente la reactividad cruzada con
leches de otras especies, originada
por la alta homologia de secuencia
que existe entre las caseinas de los
mamiferos (Rozenfeld y col. 2002,
Jarvinen y col. 2009); mientras que
para los alergenos de la soja ya he-
mos mencionado al polen de abe-
dul y proteinas del mani como los
principales alergenos de reactividad
cruzada. Sobre la base de estos ha-
llazgos ha sido posible desarrollar
una inmunoterapia desensibilizante
empleando un extracto de soja en
un modelo de alergia alimentaria
al manf (Pons y col. 2004). Con res-
pecto a la reactividad cruzada entre
alergenos de soja y abedul existe
actualmente en desarrollo un en-
sayo clinico de inmunoterapia sub-
cutdnea con Bet v 1 recombinante
(alergeno principal del abedul) en
pacientes con alergia a soja (BASA-
LIT-A multicentre randomised place-
bo-controlled double-blind clinical
trial for the evaluation of efficacy
of specific immunotherapy with an

aluminium hydroxide-adsorbed re-
combinant hypoallergenic derivative
of the major birch pollen allergen r
Bet v1-FV on Bet v 1 associated soy
allergy, iniciado en el 2009) cuyos
resultados parciales adin no han sido
divulgados.

Nuestro grupo ha trabajado en
el estudio de la reactividad cruzada
entre alergenos de la soja y de la le-
che bovina, situacion que no ha sido
descripta previamente. A partir de
las observaciones clinicas en nuestro
medio que describen que un cierto
porcentaje de pacientes alérgicos a
la leche desarrollan una intolerancia
inmediata al recibir férmulas a base
de proteinas o hidrolizados de soja
como sustitutos ldcteos, como se
menciond anteriormente, decidimos
estudiar sus posibles causas. Descar-
tada la contaminacién con proteinas
de leche confirmamos mediante el
empleo de diferentes anticuerpos
especificos de proteinas de leche de
vaca que existe una reactividad cru-
zada entre soja y las caseinas bovi-
nas. Obtuvimos distintos alergenos
de la soja en forma recombinante y
estudios inmunoquimicos nos per-
mitieron identificar a la glicinina G4
o A5A4B3, Gly m 6.0401 (glicinina
perteneciente a la superfamilia de
las cupinas), Gly m 5.0101 (subuni-
dad a de la B conglicinina) y Gly m
Bd 30K/P34 (alergeno principal de
la soja) como los alergenos de reac-
tividad cruzada. Hemos mapeado
epitopes B y T y el uso del modelo
murino de alergia a leche de vaca
nos permitié confirmar la relevancia
clinica de esta reactividad cruzada.
Animales exclusivamente alérgi-
cos a la leche de vaca manifiestan
reacciones de hipersensibilidad al
exponerlos oralmente a extractos de
soja o proteinas recombinantes de la
soja. Estos resultados nos llevaron a
desarrollar distintos protocolos ex-
perimentales para inducir toleran-
cia cruzada. Empleando proteinas
de soja logramos disminuir el score
clinico de los animales alérgicos a
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leche bovina al ser expuestos a este
alergeno, inhibir la secrecién de IgE,
negativizar las pruebas cutaneas e
inducir linfocitos T con actividad
regulatoria (productores de IL-10)
que serfan los responsables de la
supresion del cuadro alérgico (Smal-
dini y col. 2012). Inclusive hemos
alcanzado resultados satisfactorios
mediante la administracién sublin-
gual de Gly m Bd 30K/P34 (adin no
publicado). Consideramos estos tra-
bajos altamente promisorios para el
desarrollo de una vacuna mucosal
que permita controlar o prevenir la
alergia a leche de vaca y soja.

Ademads estos resultados nos han
permitido comprender porqué pa-
cientes alérgicos a leche desarrollan
una intolerancia al ser expuestos a
féormulas a base de soja y tomar las
medidas preventivas necesarias (Zei-
ger y col. 1999, Zoppi y col. 1999,
Rozenfeld y col. 2002, Docena y
col. 2002, Ahn y col. 2003, Agos-
toni y col. 2006, Curciarello y col.
2008, Bhatia y col. 2008, Orsi y col.
2009).

B CONCLUSIONES

Las enfermedades alérgicas son
las inmunopatologias que con ma-
yor prevalencia se presentan en el
mundo. En las dltimas décadas se ha
producido un marcado incremento
en su incidencia a tal punto que se
las considera epidemias en ciertas
poblaciones. Esta misma tendencia
se ha observado en las alergias ali-
mentarias y s6lo puede atribuirse a
cambios producidos en los factores
ambientales disparadores y a modi-
ficaciones en los habitos de vida que
impactan directamente sobre la re-
gulacion del sistema inmune. Fallas
detectadas a nivel de LTreg en pa-
cientes alérgicos permiten suponer
que ésta serfa una de las causas de
la inmunopatogenia y determinan
que las actuales terapias estén diri-
gidas a corregir el defecto en la re-
gulacién del sistema inmune. Por lo

tanto los LTreg se han transformado
en un blanco terapéutico atractivo
y las inmunoterapias tolerogénicas
o inmunomodulatorias constituyen
actualmente terapias correctivas
promisorias. En particular la alergia
a leche de vaca es la principal aler-
gia alimentaria en nuestro pais y en
el mundo y el control de la misma
significa un desafio importante para
distintas  disciplinas relacionadas
con la biomedicina. La exploracién
de la reactividad cruzada entre aler-
genos de la leche y de la soja apli-
cada al disefo de nuevas inmuno-
terapias podria significar un aporte
potencial que permita controlar la
incidencia creciente de esta patolo-

gia.
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NOTA PROVISTA POR EL MINISTERIO DE CIENCIA, TECNOLOGIA E INNOVACION PRODUCTIVA

Recuperacion de tecnologias ancestrales y sustentables en Jujuy
La vicuiia como modelo de produccién sustentable

Ciencia e historia se unen para preservar a la vicuna

Cazando vicuiias anduve en los cerros
Heridas de bala se escaparon dos.

- No caces vicurias con armas de fuego;
Coquena se enoja, - me dijo un pastor.

- sPor qué no pillarlas a la usanza vieja,
cercando la hoyada con hilo punzé ?

- sPara qué matarlas, si sélo codicias
para tus vestidos el fino vellon ?

Juan Carlos Ddvalos, Coquena

Lo primero es pedir permiso a la Pachamama. Porque a ella, en la cosmovisién andina, pertenecen las vicufias que se
extienden por el altiplano de Per(, Bolivia, Chile y Argentina. Una ceremonia ancestral, unida a la ciencia moderna,
permite que comunidades y cientificos argentinos exploten de manera sustentable un recurso de alto valor econémi-
co y social.

La vicuha es una especie silvestre de camélido sudamericano que habita en la puna. Hasta 1950-1960 estuvo en serio
riesgo de extincion debido a la ausencia de planes de manejo y conservacion. Desde la llegada de los espafioles se
comenz6 con la caza y exportacién de los cueros para la obtencién de la fibra, que puede llegar a valer U$S600 por
kilo, lo que Ilevo a la casi desaparicion de estos animales. Por ese entonces, la poblacion de vicuias en América era
cercana a los 4 millones de ejemplares, en 1950 no eran mas de 10.000.

A fines de la década del 70 Argentina, Bolivia, Chile, Perd y Ecuador firmaron un Convenio para la conservacion y
manejo de la vicufia que permitié recuperar su poblacién hasta contar en la actualidad con més de 76 mil ejemplares
en nuestro pafs.

En Santa Catalina, Jujuy, a 3.800 metros sobre el nivel del mar, investigadores de CONICET, junto a comunidades y
productores locales, han logrado recuperar una tecnologia prehispénica sustentable para la obtencion de la fibra de
vicufia. Se trata de una ceremonia ancestral y captura mediante la cual se arrean y esquilan las vicufas silvestres para
obtener su fibra. Se denomina chaku y se realizaba en la region antes de la llegada de los conquistadores espafioles.
Segtin Bibiana Vild, investigadora independiente de CONICET y directora del grupo Vicunas, Camélidos y Ambiente
(VICAM) “Hoy podemos pensar en volver a hacer ese chaku prehispanico sumado a técnicas que los cientificos apor-
tamos para que las vicufias pasen por toda esa situacion sufriendo el menor stress posible. Las vicunas vuelven a la
naturaleza, la fibra queda en la comunidad, y nosotros tomamos un montén de datos cientificos.”

El chaku

El chaku es una préctica ritual y productiva para la esquila de las vicufias. Durante el imperio inca, las cacerias reales
o chaku eran planificadas por el inca en persona. En esta ceremonia se esquilaba a las vicufias y se las liberaba nue-
vamente a la vida silvestre. La fibra obtenida era utilizada para la confeccién de prendas de la elite y su obtencién
estaba regulada por mecanismos politicos, sociales, religiosos y culturales. Se trata de un claro ejemplo de uso sus-
tentable de un recurso natural. Hugo Yacobaccio, zooarqueélogo e investigador principal de CONICET, explica que
“actualmente el chaku concentra hasta 80 personas, pero durante el imperio inca participaban de a miles. Hoy las
comunidades venden esa fibra a acopiadores textiles y obtienen un ingreso que complementa su actividad economica
principal, el pastoreo de llamas y ovejas”.

El proceso comienza con la reunién de todos los participantes, luego toman una soga con cintas de colores reunidos
en semicirculo y arrean lentamente a las vicuias guidndolas hacia un embudo de red de 1 km de largo que des-
emboca en un corral. Cuando los animales estdn calmados se los esquila manipuldndolos con sumo cuidado para
reducir el stress y se los libera. Hoy, 1500 afnos después del primer registro que se tiene de esta ceremonia, la ciencia
argentina suma como valor agregado: el bienestar animal y la investigacion cientifica. En tiempo del imperio Inca, el
chaku se realizaba cada cuatro afios, actualmente se realiza anualmente sin esquilar a los mismos animales “se van
rotando las zonas de captura para que los animales renueven la fibra” explica Yacobaccio. Segtn Vila “es un proyecto
que requiere mucho trabajo pero que demuestra que la sustentabilidad es posible, tenemos un animal vivo al cual
esquilamos y al cual devolvemos vivo a la naturaleza. Tiene una cuestion asociada que es la sustentabilidad social ya
que la fibra queda en la comunidad para el desarrollo economico de los pobladores locales.”

Yanina Arzamendia, bi6loga, investigadora asistente de CONICET y miembro del equipo de VICAM, explica que se



esquilan sélo ejemplares adultos, se las revisa, se toman datos cientificos y se las devuelve a su habitat natural. Ademas
destaca la importancia de que el chaku se realice como una actividad comunitaria “en este caso fue impulsada por
una cooperativa de productores locales que tenian vicunas en sus campos y querian comercializar la fibra. Ademas
participaron miembros del pueblo originario, estudiantes universitarios y cientificos de distintas disciplinas. Lo ideal es
que estas experiencias con orientacion productiva tengan una base cientifica.”

Paradojas del éxito.

La recuperacion de la poblacién de vicufias produjo cierto malestar entre productores ganaderos de la zona. Muchos
empezaron a percibir a la vicufla como competencia para su ganado en un lugar donde las pasturas no son tan abun-
dantes. En este aspecto el trabajo de los investigadores de CONICET fue fundamental, segiin Arzamendia “el chaku
trae un cambio de percepcion que es ventajoso para las personas y para la conservacion de la especie. Generalmente
el productor ve a las vicuAas como otro herbivoro que compite con su ganado por el alimento y esto causa prejuicios.
Hoy comienzan a ver que es un recurso valioso y ya evaltian tener mds vicunas que ovejas y llamas. Nuestro objetivo
es desterrar esos mitos”, concluye.

Pedro Navarro es el director de la Cooperativa Agroganadera de Santa Catalina y reconoce los temores que les produjo
la recuperacién de la especie: “Hace 20 afios nosotros teniamos diez, veinte vicufas y era una fiesta verlas porque
habian practicamente desaparecido. En los dltimos afos se empezé a notar un incremento y mas proximamente en el
dltimo tiempo ya ese incremento nos empezo a asustar porque en estas fincas tenemos ovejas y tenemos llamas”. Na-
varro identifica la resolucién de estos problemas con el trabajo del grupo VICAM: “Yo creo que como me ha tocado a
mi tener que ceder en parte y aprender de la vicuia y de VICAM, se puede contagiar al resto de la gente y que deje de
ser el bicho malo que nos perjudica y poder ser una fuente mas productiva.”

La fibra de camélido

Ademas de camélidos silvestres como la vicufia o el guanaco, existen otros domesticados como la llama cuyo manejo
es similar al ganado, para impulsar la produccién de estos animales y su fibra, el Estado ha desarrollado dos instru-
mentos de fomento. En la actualidad se encuentran en evaluacion varios proyectos para generar mejoras en el sector
productor de fibra fina de camélidos que seran financiados por el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Pro-
ductiva. Se trata de dos Fondos de Innovacion Tecnoldgica Sectorial destinados a la agroindustria y al desarrollo social
que otorgaran hasta $35.000.000 y $8.000.000 respectivamente. Los proyectos destinados a la Agroindustria son aso-
ciaciones entre empresas y organismos del sector piblico con el objetivo de mejorar la calidad de la fibra de camélido
domeéstico a partir del desarrollo de técnicas reproductivas, mejoramiento genético e innovaciones en el manejo de
rebanos; incorporar valor a las fibras a partir de mejoras en la materia prima o el producto final; permitir la trazabilidad
de los productos para lograr su ingreso en los mercados internacionales y fortalecer la cadena de proveedores y generar
empleos calificados.

La convocatoria Desarrollo Social tiene como fin atender problemas sociales mediante la incorporacién de innovacién
en acciones productivas, en organizacion social, en el desarrollo de tecnologias para mejorar la calidad de vida de
manera sostenible y fomentar la inclusion social de todos los sectores. Otorgard hasta $8.000.000 por proyecto que
mejore las actividades del ciclo productivo de los camélidos domésticos, la obtencion y/o el procesamiento de la fibra,
el acopio, el disefo y el tejido, el fieltro y la confeccién de productos.




EL CANCERY SU
COMPLEJA RELACION
CON EL SISTEMA INMUNE

Palabras clave: cincer, inmunidad, inflamacién, inmunoterapia.
Key words: cancer, immunity, inflammation, immunotherapy.

“Cancer” es un término genérico que designa un amplio grupo de .
enfermedades que pueden afectar cualquier parte del organismo y
que también se conocen como “tumores malignos” o “neoplasias”.
Implica la multiplicacion descontrolada de células anormales o
mutadas, que rdpidamente adquieren caracteristicas claramente
definidas. Sélo un muy bajo porcentaje de neoplasias estan causadas
por defectos hereditarios. La gran mayoria (aproximadamente el 90%)
esta causada por mutaciones somaticas asociada a factores de riesgo
que de alguna forma u otra estdn asociados a inflamacién crénica.
Paradéjicamente, hay también numerosas evidencias de que el sistema
inmune puede contribuir a eliminar y/ o controlar la expansion de
estas células transformadas. La profundizacion del conocimiento
de como funcionan las distintas ramas del sistema inmune innato
y adaptativo, de los mecanismos moleculares involucrados en los
procesos inflamatorios sumado al advenimiento de técnicas como la
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citometria de flujo, la inmunohistoquimica y la biologia molecular, permitié discernir el complejo didlogo entre sistema
inmune y cancer. A grandes rasgos, se podria simplificar diciendo que algunos componentes del sistema inmune pueden
ser considerados factores promotores de la iniciaciéon, promocion y progresion del cancer y ademas que pueden actuar
paralizando otros mecanismos inmunolégicos claves para llevar a cabo la destruccién del tumor. En esta revisién, nos
focalizaremos en datos que apoyan la conclusion de que el sistema inmune puede actuar como un mecanismo extrinseco
supresor de tumor, pero que también puede promover la iniciacién, promocion y progresion del cancer. También discutiremos
el gran desafio actual que consiste en promover las facetas antitumorigénicas del sistema inmunolégico y lograr asi que éste
contribuya eficientemente a la eliminacion del tumor.

The term “cancer” involves a broad group of diseases that can affect any organ or tissue in the organism and that is also
known as “malign tumor” or “neoplasia”. It implies the uncontrolled growth of abnormal or mutated cells that rapidly
acquire some “hallmarks” that have been clearly defined. Only a very low percentage of cancers are caused by hereditary
defects. Most of them (approximately 90%) are caused by somatic mutations associated to risk factors, which are related in
some way or another to chronic inflammation. Paradoxically, there is also evidence that indicates that the immune system
can contribute to eliminate or to control the spread of these transformed cells. Recent understanding of the molecular
and cellular mechanisms involved in the innate and adaptive immune system and the molecular processes governing the
inflammatory response as well as the amazing evolution of techniques such as flow cytometry, immunohistochemistry and
molecular biology, allowed immunologists to dissect the complex dialog between immune system and cancer. Briefly, some
components of the immune system can be considered as big supporters of tumor initiation, promotion and progression and
also suppresors of other immunological mechanisms, essential to eliminate tumor cells. However, the immune system can
also act as an extrinsic tumor suppressor mechanism. In this review, we will focus on data supporting this fact and we will
discuss the current challenge of promoting the antitumorgenic role of the immune system and to make it contribute more
efficiently in destroying the tumor.

B CANCER, INFLAMACION E IN-

MUNIDAD

“Cancer” es un término genéri-
co que designa un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar
cualquier parte del organismo. Es-
tas patologias también pueden ser
denominadas “tumores malignos” o
“neoplasias”. Una caracteristica del

cancer es la multiplicacién rapida
de células anormales que presentan
fallas en el proceso de divisién ce-
lular, la cual es descontrolada. De
esa manera, estas células alteradas
o “transformadas” se reproducen y
no responden a sefiales de muerte
sino que dan lugar a nuevas células
ya alteradas. Estas células anorma-

les, que no son necesarias, forman
una masa de tejido [lamado tumor.
Cuando el tumor generado se ex-
tiende mas alld de sus limites ha-
bituales e invade partes adyacentes
del cuerpo o se propaga a otros 6r-
ganos, sobreviene el proceso cono-
cido como metdstasis. Las metdsta-
sis son la principal causa de muerte
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por céancer. Segln la Organizacién
de la Salud, el cancer es la segun-
da causa de muerte después de las
enfermedades cardiovasculares; en
el ano 2008 causé 7,6 millones de
defunciones (aproximadamente un
13% del total) (http://www.who.int/
mediacentre/factsheets/fs297/es/).
El Instituto Nacional del Cancer Ar-
gentino ha indicado que los tipos
de canceres mas comunes en nues-
tro pais son los de pulmén, colon y
recto, mama y préstata (http:/www.

msal.gov.ar/inc/).

Sélo un muy bajo porcentaje de
neoplasias estan causadas por de-
fectos hereditarios. La gran mayoria
(aproximadamente el 90%) esta cau-
sada por mutaciones somaticas aso-
ciada a factores de riesgo que de al-
guna forma u otra estan asociados a
inflamacién (Aggarwal y col., 2009).
En general, se acepta que la trans-
formacion de una célula normal en
“maligna” o neopldsica es un proce-
so multifasico y suele ser el resulta-
do de la interaccién entre los facto-
res genéticos del paciente y agentes
ambientales mutdgenos. Entre estos
Gltimos, los mds conocidos son los
carcinégenos fisicos (radiaciones
ultravioleta e ionizantes); carcino-
genos quimicos (asbestos, los com-
ponentes del humo de tabaco, las
aflatoxinas, o el arsénico) o carcino-
genos bioldgicos (infecciones cau-
sadas por determinados virus, bac-
terias o parasitos). Paradéjicamente,
en la actualidad se sabe que estos
carcinégenos no sélo son capaces
de danar per se el ADN celular sino
que también son fuertes promotores
de inflamacién. Asi, un 20% de can-
ceres estan asociados a infecciones
virales crénicas; 30% pueden ser
atribuidos a la exposicion a tabaco
e inhalacion de silica y asbestos y
un 35% puede ser atribuido a facto-
res dietarios (un 20% del desarrollo
del cincer estd asociado a obesidad)
(Aggarwal y col., 2009; Mantovani y
col., 2008; Coussens y col., 2002).

La fuerte relacion entre carcino-
génesis e inflamacién (la cual puede
0 no ser secundaria a una infeccion)
ha sido el motivo de muchos estu-
dios a nivel molecular, celular, ani-
mal y clinico. Esta asociacién fue
detectada hace aproximadamente
2000 anos atras por Galeno, el céle-
bre médico griego de principios de
la era cristiana. En efecto, Galeno
describi6 las similitudes entre cén-
cer e inflamacién y la posibilidad
de que las neoplasias derivaran de
lesiones inflamatorias de las cuales
podian ser diferenciadas ya que sos-
tenia que “son mas negras que una
inflamacién comun y no son calien-
tes; las venas son mas grandes y mas
extendidas por que el humor (bilis
negra) que causa el cancer no flu-
ye facilmente alrededor debido a su
viscosidad” (Trinchieri, 2012; Reedy,
1975). El término cancer fue origi-
nalmente aplicado por Galeno para
designar a ciertos tumores inflama-
torios de mama en donde las venas
superficiales se mostraban hincha-
das, dibujando estructuras semejan-
tes a las “pinzas de un cangrejo”. En
1863, Virchow (Balkwill y Mantova-
ni, 2001) describié “un infiltrado lin-
foreticular” en tumores e interpreté
que éstos eran un reflejo del origen
del céncer en sitios de inflamacién
crénica, por lo cual propuso formal-
mente una conexioén entre inflama-
cién y cancer. Un siglo mas tarde,
Dvorak observé que la inflamacién
y cancer comparten muchas carac-
teristicas como la angiogénesis y
el infiltrado inflamatorio (linfocitos
-Li-, macréfagos -Me- y mastoci-
tos) (Dvorak, 1986). En los dGltimos
anos, se han acumulado evidencias
que permiten postular que la injuria
crénica puede resultar en una cica-
trizacion anormal que finalmente
promoveria la tumorigénesis, dando
la idea que los “tumores son heridas
que no sanan”, la antigua hipétesis
de Dvorak, todavia vélida en el tiem-
po (Trinchieri, 2012).

Por otro lado, hay numerosas
evidencias de que el sistema inmu-
ne puede contribuir a eliminar y/ o
controlar la expansién de las células
transformadas. La profundizacion
del conocimiento de cémo funcio-
nan las distintas ramas del sistema
inmune innato y adaptativo, de los
mecanismos moleculares involucra-
dos en los procesos inflamatorios
sumados al advenimiento de técni-
cas como la citometria de flujo, la
inmunohistoquimica y la biologia
molecular (que permitieron una ma-
yor caracterizacion funcional del in-
filtrado leucocitario presente en tu-
mores solidos) permitieron discernir
el complejo didlogo entre sistema
inmune y cancer. A grandes rasgos,
se podria simplificar diciendo que
algunos componentes del sistema
inmune pueden ser considerados
factores capaces de promover la
iniciacién, promocién y progresion
del cancer y ademas que pueden ac-
tuar paralizando otros mecanismos
inmunolégicos claves para efectuar
la destruccién del tumor. Es por
eso necesario diferenciar los acto-
res celulares y moleculares criticos
que participan en una “inflamacién
cronica” de los que participan en la
“inmunidad antitumoral”. El gran
desafio actual consiste en promover
las facetas antitumorigénicas del sis-
tema inmunolégico y lograr asi que
éste contribuya eficientemente a la
eliminacion del tumor.

B EVASION DEL SISTEMA INMU-
NE: UN NUEVO RASGO DISTINTI-
VO DEL CANCER

El foco de la investigacién en
cancer en los dltimos 50 afos, se
habia centralizado en discernir las
modificaciones intrinsecas en la
habilidad de replicarse de la célula
que se generan a partir de sucesivas
mutaciones somaticas o modifica-
ciones epigenéticas que repercuten
en la evolucién del tumor. En el aho
2000, Douglas Hanahan y Robert A.
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Weinberg, resumieron una enferme-
dad tan compleja como el cancer en
seis caracteristicas que debiera ad-
quirir una determinada célula para
generar una transformacion a célula
neoplasica. Estas seis caracteristicas
del proceso neoplasico son compar-
tidas por cualquier tipo de célula,
independientemente de su origen
embrionario o del tejido u 6rgano
al cual ella pertenezca y son enton-
ces, comunes a la increible diversi-
dad de enfermedades neoplasicas.
Los primeros de estos cuatro rasgos
esenciales en un proceso de trans-
formacién maligna son aquellos re-
lacionados con: (1) el sostenimien-
to de una senal proliferativa; (2) la
evasion de mecanismos supresores
o inhibidores de la replicacion celu-
lar; (3) la resistencia a la muerte; (4)

la permisividad para la inmortalidad
replicativa. Las dos caracteristicas
restantes: (5) induccién de angiogé-
nesis y (6) activacion de la invasion
y la metastasis, ejemplifican la ad-
quisicion de habilidades que le van
a permitir a la célula tumoral crecer
y diseminarse mediante la modifica-
cién del microambiente (Hanahan y
Weinberg, 2000). (Figura 1)

En los dltimos anos, hubo un
importante cambio en la forma de
abordar el problema y se comenzé
a trabajar en la nocién de que los
tumores malignos son mds que una
masa de células transformadas pro-
liferando indefinidamente, sino que
mas bien son tejidos complejos for-
mados por mdltiples y heterogéneos
tipos celulares que participan inte-

raccionando entre ellos mismos. Asi,
tanto el estroma asociado al tumor
como también las células reclutadas
al mismo son participantes activos
en el proceso de tumorigénesis y no
sé6lo testigos pasivos de este proce-
so. En la actualidad, existe consen-
so de que para entender la biologia
tumoral no s6lo deben considerarse
las nuevas habilidades que adquiere
una célula en el proceso de trans-
formacién maligna (que involucran
las seis caracteristicas ya descriptas)
sino también comprender el mi-
croambiente tumoral. Once afos
después de haberse descripto los
seis atributos distintivos del proceso
neopldsico se reformulan estos pos-
tulados agregando dos nuevos ras-
gos fundamentales a la biologia del
cancer. Estos dos nuevos rasgos que

Figura 1
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Figura 1. Las caracteristicas del cancer (“The hallmarks of cancer”). (Imagen extraida de Hanahan y Weinberg.

Cell. 2011).
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completan la enumeracion anterior
son: 7) la capacidad de reprogramar
el metabolismo energético (aumento
de glicolisis y captacién de glucosa)
y (8) la capacidad de las células neo-
plasicas de evadir su destruccién por
parte del sistema inmune (Hanahan
y Weinberg 2012) (Figura 1)

Si bien el dafo causado por las
células transformadas o mutadas
puede ser letal existen numerosos
mecanismos moleculares, denomi-
nados “supresores de tumores”, que
pueden ser intrinsecos o extrinsecos
y que previenen que estas células
sigan reproduciéndose y desarro-
[len un tumor maligno. Los meca-
nismos supresores intrinsecos estan
constituidos por componentes mo-
leculares normalmente presentes
dentro de las células sanas y son los
responsables de desencadenar fené-
menos tales como la senescencia,
reparacion o apoptosis para prevenir
la transformacion celular. En cuanto
a los mecanismos supresores extrin-
secos, éstos corresponden a meca-
nismos moleculares externos a la
célula que detectan la presencia de
células cancerosas y se activan para
restringir su crecimiento (Vesely y
col., 2011).

Una variedad de mecanismos
moleculares intrinsecos supresores
de tumor intentara producir la re-
paracién de mutaciones génicas. En
caso de que estos primeros meca-
nismos de reparacién fallen, se ac-
tivaran los procesos que daran lugar
a la senescencia o apoptosis. La se-
nescencia celular corresponde a un
estado caracterizado por un arres-
to en el ciclo celular y es inducido
por numerosas proteinas celulares
(como por ejemplo la proteina p53)
que pueden reconocer dafos en el
genoma causados por ejemplo por
lesiones mutagénicas. Ademas, la
senescencia celular es desencade-
nada por la activacién de oncogenes
tales como Ras (Xu y col., 2007; Se-

rrano y col., 1997). La respuesta a
un estrés celular, la injuria o la falta
de senales de sobrevida, como asi
también las alteraciones en la inte-
gridad de la mitocondria, generan
como resultado una liberacion de
efectores proapoptéticos que desen-
cadenan la muerte celular por acti-
vacion de enzimas especificas de-
nominadas caspasas (Danial y col.,
1994). En términos generales, tanto
la senescencia como la apoptosis
impediran la capacidad adquirida
de estas células mutadas a prolife-
rar y actGan como una barrera po-
tente para el desarrollo posterior de
cualquier célula pre-neoplasica. Sin
embargo, cuando estos mecanismos
no son suficientes para controlar el
crecimiento tumoral se desencade-
na una respuesta inmune especifica.

Al menos tres mecanismos supre-
sores tumorales extrinsecos por los
que las células y tejidos adyacen-
tes detectan la presencia de células
cancerosas han sido identificados.
Todos ellos impiden que las células
cancerosas invadan y se extiendan a
otros tejidos en el huésped. El pri-
mero de los mecanismos se basa en
la dependencia obligatoria de las
células neoplasicas a sefales tréfi-
cas especificas del microambiente.
Cuando se rompen estas sefales,
tales como las producidas por cé-
lulas epiteliales-matriz extracelular,
resulta en muerte celular. Un segun-
do mecanismo parece implicar la
conexion entre genes involucrados
en polaridad celular que controlan
uniones celulares y la proliferacion,
previniendo la progresion del ciclo
celular al encontrarse desregulados
los complejos de unién. Por dltimo,
el tercer mecanismo supresor tumo-
ral extrinseco relaciona la limitacién
en la transformacioén y el crecimien-
to tumoral por leucocitos efectores
del sistema inmune (Vesely y col.,
2011).

Por lo tanto, el sistema inmune

tiene tres roles fundamentales en
la prevencion de tumores malignos
pudiendo los dos primeros ser consi-
derados como mecanismos indirec-
tos. Por un lado, el sistema inmune
protege al organismo de neoplasias
inducidas por virus al suprimir las
correspondientes infecciones vira-
les. Ademds, es responsable de la
eliminacion eficiente y a tiempo de
patégenos con una pronta resolu-
cién de la respuesta inflamatoria, lo
cual evita el establecimiento de un
ambiente inflamatorio crénico que,
como veremos mas adelante, es un
fuerte promotor de la tumorigénesis.
Finalmente, el sistema inmune pue-
de especificamente identificar y eli-
minar células tumorales que expre-
sen antigenos especificos de tumor
(TSAs). Este proceso, denominado
“inmunovigilancia” ocurre cuando
el sistema inmune identifica células
transformadas que han escapado a
los mecanismos intrinsecos supreso-
res de tumor y pueden asi generar
un tumor maligno (Schreiber, 2011;
Dunny col., 2002). Las células efec-
toras del sistema inmune emplean
diversos mecanismos para controlar
y eliminar a esas células mutadas y
es por eso que es considerado el ter-
cer mecanismo supresor tumoral ex-
trinseco. Asi, la habilidad de evadir
la inmunovigilancia ha sido incluida
como un nuevo rasgo distintivo del
cancer.

En esta revision, nos focalizare-
mos en datos que apoyan la con-
clusién de que el sistema inmune
puede actuar como un mecanismo
supresor de tumor extrinseco, pero
que paraddjicamente también pue-
de promover la iniciacién, promo-
cién y progresion del cancer.

B INMUNIDAD INNATA Y AD-
QUIRIDA FRENTE AL CANCER

La primera rama del sistema in-
mune en activarse frente a la entrada
de un agente extrafio o agresor son
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las células y mediadores del deno-
minado sistema inmune innato. Las
células de la inmunidad innata po-
seen receptores cuya distribucién
no es clonal (todas las células de un
mismo linaje expresan los mismos
receptores). Algunas poblaciones
celulares consideradas como parte
de la inmunidad innata son los Mg,
neutréfilos, monocitos, otras células
polimorfonucleares, células mie-
loides supresoras, etc. Dentro del
sinnimero de mediadores solubles
mds caracteristicos que participan
en esta etapa, se encuentran algunas
de las citoquinas pro-inflamatorias
mas conocidas: la interleuquina (IL)-
1 la IL-6, factor de necrosis tumoral
(TNF) -a, etc. La activacion de las cé-
lulas de la inmunidad innata frente
a una situacién de dano (infecciosa
o estéril) es inmediata y crucial en
el desencadenamiento de un feno-
meno inflamatorio. En contraste, la
inmunidad adaptativa comprende
principalmente a los Li B y T, cuyos
receptores antigénicos son el resul-
tado del proceso de recombinacion
somdtica y por lo tanto su distribu-
cién es clonal: cada Li tiene un re-
ceptor especifico diferente. La in-
munidad adaptativa genera una res-
puesta especifica contra antigenos
en particular, algo mas demorada y
conduce a la memoria inmunolégi-
ca o inmunidad. La activacién de la
inmunidad innata es fundamental
para que se inicie la activacién de
la adaptativa y esta Gltima, si se des-
regula, contribuye a la perpetuacién
de un estado inflamatorio crénico.

Tanto la inmunidad innata como
la adaptativa pueden contribuir en
la eliminacién del tumor. Las células
citotoxicas naturales (natural killer o
NK) y las células T CD8* o células
citotdxicas son algunas de los prin-
cipales protagonistas en la elimina-
cién de células tumorales. Citoqui-
nas tales como el interferén (IFN)-g y
la IL-12, identificadas generalmente
con células T cooperadoras tipo |

(Th1), raramente matan a las célu-
las cancerosas directamente pero
son requeridas para la activacion
de las células NK y los Li T CD8*
citotdxicos. Sin embargo, el andlisis
exhaustivo del infiltrado leucocitario
en tumores sélidos o en sangre en
pacientes (como asi también en mo-
delos experimentales de cancer) de-
mostré que la funcionalidad de las
células presentes no siempre corres-
ponde a la esperada para combatir
un tumor. En cambio, las poblacio-
nes celulares predominantes son Mg
asociados a tumor (TAMs), células
mieloides supresoras, neutréfilos
y células T regulatorias, todas ellas
compatibles con una respuesta anti-
tumoral inhibida e ineficiente. Por el
contrario, trabajos muy interesantes
realizados en pacientes con cancer
colorectal establecieron una corre-
lacién significativa entre la presen-
cia intratumoral de células T CD8*y
moléculas asociadas a su actividad
(tales como IFN-y y granzima B) y el
tiempo libre de enfermedad y sobre-
vida de esos pacientes (Galon y col.,
2006), indicando que cuando se po-
tencia la rama del sistema inmune
adecuado éste puede contribuir al
control del proceso neoplasico.

En la actualidad se sabe que
tanto las células de la inmunidad
innata como los Li Ty B a su vez
se pueden diferenciar fenotipica y
funcionalmente en una miriada de
subpoblaciones con distintos roles,
incluso muchas veces antagénicos,
tanto para la defensa contra agentes
extrafios como en la inmunidad an-
titumoral (Tabla 1). Es por eso que
s6lo recientemente, con los nuevos
avances tecnoldgicos, se logré iden-
tificar qué subpoblaciones son fun-
cionalmente importantes y cuédles no
en la defensa antitumoral. Un ejem-
plo paradigmatico de la dualidad de
funciones que puede ejercer una de-
terminada subpoblacién celular son
los M. Si bien estd demostrado que
los tumores estan infiltrados por di-

versas poblaciones celulares del sis-
tema inmune tales como Mg, célu-
las NK, LiT regulatorios, Li B, LiThT
y Th2, LiT senescentes, LiT exhaus-
tos etc, los Mo representan una de
las poblaciones mas abundantes en
el microambiente tumoral. Los Mg
pueden presentar diferentes estados
de activacién y se los ha clasificado
como Mg activados en forma clasi-
ca o M1, y Mo activados en forma
alternativa o M2. En cada uno de es-
tos estados de polarizacion, los Mo
adquieren un fenotipo caracteristico
y sintetizan citoquinas, quimioqui-
nas y factores que complementan
su identificacion. Los M1 se carac-
terizan por secretar citoquinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-1B,
IL-6 y por la alta expresion de IL-12.
Ademds, producen o6xido nitrico
(NO), especies reactivas del oxigeno
(ROS) y quimioquinas que atraen a
Li Th1. Los M2 se caracterizan por la
baja expresion de IL-12 y la alta pro-
duccién de IL-10 y de IL-1RA, entre
otras. Ademas, los M2 producen un
perfil de quimioquinas distinto a los
M1 (Pollard, 2004). Estos estudios
demuestran la heterogeneidad y la
plasticidad funcional que presentan
los Mo. En general, los TAM huma-
nos o murinos generalmente presen-
tan un perfil tipo M2 y secretan un
nimero de factores de crecimiento
y citoquinas proangiogénicas tales
como VEGF, TNF-q, IL-8 y bFGF, y
enzimas que promueven los pro-
cesos metastasicos tales como las
metaloproteinasas MMP-2, MMP-7,
MMP-9 y MMP-12 (Pollard, 2004).
De lo expuesto anteriormente se de-
duce que los TAM presentan distin-
tos perfiles de activacion y que de
acuerdo a ello adquiriran funciones
pro- o anti-inflamatorias, modulan-
do fuertemente la inmunidad antitu-
moral y la progresién del tumor.

Una situacién de dualidad simi-
lar se observa para muchas otras po-
blaciones celulares y se conoce que
la funcionalidad adoptada por las
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Tabla 1. Rol de los diferentes sublipos de células inflamatorias v del  sistema inmune en la inmunidad antitumoral v en la
inflamacién promovida por el tumor (Adaptado de Grivennikov y col. Cell. 2010).

Macréfagos (Md) y  células Presentacién antigénica; produccidn de Inmunosupresidn; produccidn de
dendriticas (CDs) citogquinas (IL-12 e IFNs tipo 1). citoquinas, quimioguinas, proteasas,
factores de crecimiento vy factores
angiogénicos.
Mastocitos Produccidén de citoguinas.
células B Produccién  de anticuerpos especificos Produccién de citoquinas y anticuerpos;
contra antigenos tumorales? activacion de mastocitos; inmunosupresian.
Li TCD8+ Lisis directa de células cancerosas; Produccidn de citogquinas?
produccion de citoquinas citotdxicas.
Li CD&+ Th2 Educacién de macrdfagos; produccidn de
citoquinas; activacidn de células B,
Li CD4+ Thl Colaboracion con Li T citotdxicos (CTLs) en  Produccidn de citogquinas.
el rechazo del tumor; produccion de
citoguinas (IFNy).
Li CD4+ Th17 Activacién de Li T citotdxicos (CTLs). Produccian de citoguinas.
Li CD4+ Treg Supresion de la inflamacidn (citoquinas ¥y  Inmunosupresion; produccion de
otros mecanismos supresores). citoquinas.
células NK y NKT Citotoxicidad  directa contra  células
cancerosas; produccién  de citoguinas
citotoxicas.
células mieloides supresoras Inmunosupresion; produccién de
(MDS5Cs) citoguinas,  quimioguinas,  proteasas,
factores de crecimiento y factores
angiogénicos.
Neutrdfilos Citotoxicidad directa; regulacion de la Produccidn de citoguinas, proteasas y ROS,
respuesta CTL.

células en el microambiente tumoral
estd comandada por las interaccio-
nes de las distintas células de siste-
ma inmune con factores secretados
por las propias células tumorales y
otras células que conviven en el mi-
croambiente tumoral.

B INMUNOEDICION: LA TEORIA
DE LAS 3 E.

En 1909 Paul Ehrlich propuso
por primera vez la idea de que el
sistema inmune podia protegernos
frente al cancer. Posteriormente, en
1957 Burnet y Thomas propusieron
la hipdtesis de la “inmunovigilan-
cia”, de acuerdo a la cual el sistema
inmunoldgico seria capaz de detec-
tar y eliminar células transformadas
antes de que el tumor pueda crecer
lo suficiente y evidenciarse clinica-

mente. Esta etapa de eliminacion es
un ejemplo claro de inmunovigilan-
cia tumoral en la cual moléculas y
células tanto de la inmunidad inna-
ta como de la inmunidad adaptati-
va trabajan juntas para detectar la
presencia de un tumor en desarro-
llo o de células transformadas. Sin
embargo, muchas veces las células
tumorales no son completamente
eliminadas e ingresan a una fase de
equilibrio donde el sistema inmune
controla transitoriamente el creci-
miento tumoral. En esta fase, el siste-
ma inmune del huésped y las células
tumorales entran en un balance di-
namico en el cual el sistema inmune
controla el crecimiento pero es inca-
paz de erradicar una poblacién he-
terogénea de las células neoplasicas
que adquirieron la forma de evadir
el sistema inmune. Dicho de otra

manera, el sistema inmune elimina
la poblacion de células neoplasicas
mas inmunogénicas, permitiendo la
sobrevida de aquellos clones que
adquirieron la capacidad de eva-
dirlo (inmunoseleccién). El sistema
inmune adaptativo es el responsa-
ble del mantenimiento de esta fase
(Koebel y col., 2007). Finalmente,
cuando el sistema inmune falla, tan-
to en la eliminacion o el control de
las células transformadas, permite la
sobrevida de estas células tumorales
para que crezcan de manera no res-
tringida y de esta forma se alcanza la
etapa de escape (Rabinovich y col.,
2007) (Figura 2). Estos tres procesos
que funcionan en forma indepen-
diente o en secuencia se conocen
como “Inmunoedicion del cancer”
(“cancer immunoediting”, Schreiber
y col., 2011).
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Por lo tanto, una vez que el tu- damental reforzar al sistema inmune  células T CD8* citotdxicas y produc-
mor es clinicamente aparente y es adaptativo con el objeto de promo- toras de IFN-y que puedan evitar po-
removido quirdrgicamente, es fun- ver la fase de eliminacién y generar sibles recidivas.

Figura 2
M :
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Figura 2. Mecanismos de escape tumoral. El sistema inmune ejerce presion selectiva en el tumor a través de una
variedad de procesos, incluyendo la destruccion de células tumorales antigeno positivas por parte de linfocitos
T CD8+. Como resultado, las células tumorales mas inmunogénicas son eliminadas, permitiendo que las células
tumorales variantes vecinas sean mas aptas y puedan evadir la destrucciéon mediada por el sistema inmune (inmu-
noseleccién). Con el tiempo, los tumores evolucionan mecanismos para evadir o inhibir la inmunidad tanto por
mecanismos intrinsecos o extrinsecos. Alteraciones intrinsecas propias de las células tumorales permiten evadir la
respuesta inmune mediante la disminucion de la presentacion de antigenos (MHC), sobreexpresion de inhibidores
de la apoptosis (Bcl-XL, FLIP), o expresion en la superficie de moléculas inhibitorias que destruyen directamente a
las células T citotoxicas (PD-L1, FasL). Ademads, las células tumorales secretan factores que inhiben funciones efec-
toras de células inmunes (TGF-B, IL-10, VEGF, LXR-L, IDO, gangliésidos, galectina 1 o MICA soluble), o reclutan
células regulatorias que generan un microambiente inmunosupresor (IL-4, IL-13, GM-CSF, IL-1B, VEGF, o PGE2).
Una vez reclutadas, las células regulatorias atentan la inmunidad antitumoral mediante la liberacién de citoquinas
inmunosupresoras y alteraciones en el contenido de nutrientes del microambiente. Especificamente, la secrecién
de IL-4 e IL-13 conduce al reclutamiento y la polarizacién de macréfagos M2 a partir de precursores mieloides, los
cudles secretan TGF-B, IL-10 y PDGF que inhiben a células T. La liberacion de factores estimulantes de colonias,
IL-1B, VEGF, o PGE, resulta en la acumulacién de células mieloides supresoras (MDSC), quienes bloquean la fun-
cién de linfocitos T mediante TGF-B, ARGT e iNOS. Las células T regulatorias también pueden inhibir a células T
efectoras a través de multiples mecanismos, incluyendo la expresion de CTLA-4 (Imagen adaptada de Vesely MD y
col. Annu Rev Immunol. 2011).
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B INFLAMACION: CAUSA O
CONSECUENCIA DEL CANCER?

La idea de que existe una rela-
cién entre injuria tisular y cancer no
es nueva. Esta hipdtesis ha ganado
importancia en investigaciones que
revelan una fuerte asociacién entre
injuria crénica y la subsecuente tu-
morigénesis en ese sitio (Figura 3).
Por ejemplo, el abuso de alcohol y
las infecciones crénicas con virus de
hepatitis B y C, producen una injuria
sostenida en el higado e incremen-
tan el riesgo de carcinoma hepato-
celular. El tabaquismo y la exposi-
cién a particulas de polvo de silica,
causan dafo en el es6fago y pulmén
y promueven el desarrollo de cén-
cer en esos tejidos mientras que la
infeccién crénica con Helicobacter
pylori estd asociada a gastritis y can-
cer de estémago (El-Serag y Rudol-
ph, 2007; Hecht, 2002; Uemura y
col., 2001). Algunas de las hipétesis
de que la injuria tisular promoveria
la tumorigénesis estan basadas en
las fuertes similitudes entre caracte-
risticas claves de la cicatrizacién y
desarrollo tumoral. En ambos proce-
sos hay una poderosa activacion de
células madre, proliferacion celular,
inflamacién y angiogénesis. Por lo
tanto, es tentador postular que la in-
juria crénica puede resultar en una
cicatrizacion anormal que finalmen-
te promueve la expansion y progre-
siobn de la tumorigénesis. En otras
palabras, si el proceso inflamatorio
no es resuelto o es crénicamente
provocado por injuria repetitiva o
sostenida u otros factores puede dar
como resultado un proceso de ci-
catrizacién descontrolado que pro-
mueve la formacion del cancer.

Estudios epidemiolégicos han
revelado que la inflamacién créni-
ca predispone a diferentes formas
de cancer. En contraste, el uso de
anti-inflamatorios no esteroideos es-
tan asociados con proteccion contra
diferentes tipos de tumores. El com-

ponente inflamatorio estd presente
en el microambiente de la mayoria
de los tejidos neoplasicos. Muchas
de las caracteristicas claves del can-
cer relacionado con la inflamacién
incluyen la infiltracién de los leu-
cocitos, principalmente los TAM, la
presencia de citoquinas pro-infla-
matorias como TNF-q, IL-6, IL1-b y
quimioquinas como CCL2 y CXCL8.
La presencia de estas citoquinas pro-
inflamatorias conlleva la activacion
de factores cruciales involucrados
en la inflamacién relacionada al
cancer tales como los factores de
transcripcion NF-kB y STAT3 (Ba-
[kwill y col., 2001; Coussens y col.,
2002; Balkwill y col., 2005; Manto-
vani y col., 2008).

NF-kB es un orquestador clave de
la inmunidad innata e inflamacién y
una regulacion anormal del mismo
ha sido observada en muchos tipos
de canceres (Karin, 2006). NF-kp in-
duce la expresiéon de citoquinas in-
flamatorias, moléculas de adhesion,
ciclooxigenasa 2 (COX-2), oxido
nitrico sintetasa, 6xido nitrico (NO)
y factores angiogénicos. Ademads,
induce la expresién de genes anti-
apoptéticos como Bcl-2, que pro-
mueve la sobrevida de las células
tumorales. Por ejemplo se ha obser-
vado que una inactivacion especifi-
ca del NF-kB en leucocitos infiltran-
tes de tumor (a través de IkB-quinasa
B) inhibe el cancer asociado a colitis
(Colotta y col., 2009).

Estos factores contribuyen al re-
clutamiento de células inflamatorias
infiltrantes de tumor mediante el
control de la produccién de factores
quimiotacticos en la célula tumoral
y la expresiéon de receptores de qui-
mioquinas por parte de las células
hematopoyéticas (Trinchieri, 2012).
Células mieloides que expresan
STAT3 fallan en diferenciarse a cé-
lulas efectoras antitumorales. Estas
células mieloides producen meno-
res niveles de IL-12, una citoquina

pro-inflamatoria inductora de una
respuesta de Li T colaboradores tipo
1 (Th1) con capacidades antitumo-
rales. STAT3 favorece la induccién
de Mg activados por la “via alterna-
tiva” con claros efectos pro-tumo-
rigénicos (El Kasmi y col., 2007; Yu
y col., 2007). Muchos factores libe-
rados por el tumor y células estro-
males tumorales, tales como VEGEF,
IL-6, IL-10, e IL-23, activan STAT3
en células tumorales y estromales.
Ademds, muchos de estos factores
son transcripcionalmente regulados
por STAT3 generando un circuito de
retroalimentacién positiva que con-
tribuye a la creacién del ambiente
inmunosupresor (Yu y col., 2007).

Otro aspecto fundamental en un
proceso inflamatorio es el dafio mi-
tocondrial y las especies reactivas
del oxigeno (ROS) los cuales juegan
un rol principal en respuesta al dafio
tisular. En condiciones de cronici-
dad, las ROS producen dafios en el
DNA, la activacién de oncogenes y
la expresion de genes proinflamato-
rios (Kamp y col., 2011; Naik y col.,
2011). Por otro lado, el dano tisular
secundario asociado a hipoxia y es-
trés nutricional, dos situaciones ob-
servadas en la mayoria de los tumo-
res sélidos, causa una produccién
elevada de ROS (Wellen y Thomp-
son, 2010) que puede promover
mayor crecimiento tumoral cuando
las células transformadas superan y
escapan a la senescencia y muerte
celular inducida por dafio oxidativo
(Ralph y col., 2010). La produccién
de ROS mitocondrial es requerida
para la transformacién maligna de
células mediada por c-MYC, K-Ras
y la via de sefializacion WNT (KC S
y col., 2006; Weinberg y col., 2010;
Yoon y col., 2010).

Ademas de las ROS, las especies
reactivas del nitrégeno (RNS) produ-
cidas por células inflamatorias indu-
cen dafos patoldgicos y un estado
pro-oxidativo que puede promover
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iniciacién y crecimiento del cancer
(Schetter y col., 2010). Al igual que
las ROS, las RNS pueden inducir
mutaciones en el DNA en proto-
oncogenes, genes supresores tumo-
rales y otros genes que codifican
proteinas que controlan la apopto-
sis, la sobrevida y la reparacion del
DNA. Tanto las ROS como las RNS
reducen la expresion y la actividad
enzimatica de factores reparadores
de ADN, tales como mutlL y mutS
(Colotta y col., 2009).

B EL PROPIO CANCER COMO IN-
DUCTOR DE INFLAMACION

La mayoria de los tumores sélidos
desencadenan una respuesta infla-
matoria intrinseca que promueve un

Crecimiento

Angiogénesis
Metastasis

tumoral/sobrevida
Inestabilidad gendmica

ambiente pro-tumorigénico (Manto-
vani y col, 2008) (Figura 3). Ademas,
ciertos oncogenes, tal como la fami-
lia de los genes RAS y MyC, inducen
un programa transcripcional que
conduce a la remodelacion del mi-
croambiente tumoral a través del re-
clutamiento de leucocitos mediante
la liberaciéon de quimioquinas vy ci-
toquinas y la induccién de un cam-
bio angiogénico. Todos los tumores
s6lidos en un determinado momen-
to carecen de un buen suministro
de sangre y quedan deprivados de
oxigeno y nutrientes. Esto conlleva a
una importante muerte por necrosis,
principalmente en el nicleo tumo-
ral, por lo cual se liberan mediado-
res inflamatorios tales como IL-1 y
HMGB1 (Grivennikov y col., 2010).

Desarrollo
tumoral

Reaparicién tumoral
Resistencia a la terapia

O ——

Inflamacion
Inducida por
terapia

Inestabilidad gendmica
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La respuesta inflamatoria subsi-
guiente promueve la angiogénesis
y la sobrevida de las células tumo-
rales con factores de crecimientos
adicionales producidos por células
inflamatorias reclutadas (Kim vy col.,
2009).

Finalmente, una fuerte respuesta
inflamatoria puede ser iniciada por
la terapia tumoral. La radiacién y la
quimioterapia causan una masiva
necrosis de las células tumorales y
células que rodean al tumor lo cual
desencadena una respuesta inflama-
toria (Zong y Thompson, 2006). El
resultado neto de una inflamacién
inducida por terapia es controver-
sial ya que por un lado puede tener
funciones que promueven el creci-

Mutaciones aTF
Inflamacion

Crdnica
Angiogénesis

Figura 3. Tipos de inflamacién en tumorigénesis y cancer. (Imagen extraida de Grivennikov y col. Cell. 2010)
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miento tumoral debido a la masiva
necrosis pero, por otro lado, puede
promover una presentacién cruzada
de antigenos tumorales y la subse-
cuente induccién de una respuesta
inmune antitumoral (Zitvogel y col.,
2008) (Figura 3).

B INMUNOTERAPIA Y CANCER

Durante las dltimas dos décadas,
el paradigma para el tratamiento
de cancer ha evolucionado desde
agentes citotoxicos no especificos
hasta tratamientos selectivos. La
quimioterapia contra el cancer esta
basada en el uso de compuestos
que matan rapidamente a células en
constante division. Estas drogas con-
tindan siendo la columna vertebral
de los actuales tratamientos pero
ellos estan limitados por las altas
toxicidades y la frecuente resistencia
adquirida por parte de las células tu-
morales. La identificacion de mas de
100 antigenos especificos en cance-
res humanos, incluyendo productos
de genes mutados, antigenos testis
(antigenos que son normalmente ex-
presado por células germinales y no
en células adultas que se vuelven a
expresar en algunos tipos de tumo-
res) y productos virales ha permitido
el desarrollo de la inmunoterapia
antigeno-especifica. Otros ensayos
han intentado expandir ex vivo a los
Li T antigeno-especificos para luego
ser reintroducidas en el paciente.
Ademads, a través de la vacunacién
con antigenos especificos junto con
un adyuvante se puede generar Li
T antigeno-especificos in vivo y de
esta forma erradicar numerosos tu-
mores (Palucka y Banchereau, 2012;
Restifo y col., 2012). El desarrollo
de novedosas terapias mediante el
uso de células NK y NKT en inmu-
noterapias tumorales ha contribuido
a favorecer el entendimiento de las
propiedades efectoras de estas célu-
las (Vivier E 'y col. 2012).

El uso de anticuerpos monoclo-

nales especificos para antigenos tu-
morales es, sin duda, la inmunote-
rapia de mayor éxito en los dltimos
anos. Estos anticuerpos constituyen
un novedoso tratamiento para deter-
minados tipos de tumores como por
ejemplo linfomas y tumores sélidos
(Scott AM y col. 2012). Por ejemplo,
trastuzumab (Herceptin®) que se
utiliza para el tratamiento del can-
cer de mama y cetuximab (Ervitux®)
para el tratamiento del cancer de co-
lon son anticuerpos especificos que
se unen respectivamente a proteinas
HER2/neu y EGFR (receptor del fac-
tor de crecimiento epidérmico) que
se encuentran sobre-expresados en
células tumorales bloqueando las
sefiales de crecimiento inducidas
por estos receptores y frenando la
proliferaciéon de las células tumo-
rales. El bevacizumab (Avastin®)
es un Ac monoclonal que se utiliza
en la terapia para cancer de mama,
pulmén y colon. Este Ac se une de
forma selectiva a VEGF que se lo-
caliza en las paredes de los vasos
sanguineos vy linfaticos del organis-
mo. El VEGF es necesario para que
los vasos sanguineos crezcan dentro
del tumor ya que lo suplen con nu-
trientes y oxigeno. Cuando el beva-
cizumab se une al VEGF bloquea su
funcién previniendo el crecimiento
del tumor al bloquear el crecimiento
de los vasos sanguineos que aportan
los nutrientes y oxigeno necesarios
para el mismo.

Otros tipo de inmunoterapia re-
cientemente aprobada por la FDA
(Food and Drug Administration de
EE.UU) es la que promueve el uso
de anticuerpos bloqueantes de sefa-
les que inhiben a las células T efec-
toras encargadas de matar las célu-
las neopldsicas tales como CTLA-4 y
PD1. De esta forma se favorece una
sefial sostenida por parte de los Li T
efectores (Pardoll DM. 2012). El ipi-
limumab (anticuerpo anti-CTLA-4)
ha sido aprobado para su uso como
terapia de primera o de segunda li-

nea para el tratamiento de pacientes
con melanoma avanzado, lo cual
mejora la supervivencia global en
comparacién con los protocolos
estandar vy, sobre todo, logra bene-
ficios duraderos (mas de 2,5 afios)
para un 15 a 20% de los pacientes
tratados (Mellman y col., 2011).

Otra estrategia de inmunoterapia
es a través de la vacunacion, es decir,
la provisién de un antigeno tumoral
junto con un adyuvante para estimu-
lar Li T especificos de tumor in vivo
y de esta forma erradicar numerosos
tumores (Palucka K y Banchereau },
2012; Restifo NP y col. 2012). Nu-
merosos ensayos clinicos en dife-
rentes fases de experimentacion se
estan llevando a cabo para el trata-
miento de melanoma, cancer colo-
rectal, renal, de ovario, de mama,
de pulmon, de préstata y leucemias
utilizando como fuente de antigenos
células tumorales autélogas o alogé-
nicas y antigenos tumorales especi-
ficos (péptidos especificos, lisado de
células tumorales, proteinas recom-
binantes) junto con GM-CSF como
adjuvante. Dentro de las vacunas
contra el cancer, aparecen como las
mas promisorias las vacunas a base
de células dendriticas (CDs). Debi-
do a sus propiedades Unicas para
activar Li T se han convertido en los
blancos naturales para la administra-
cién de antigenos tumorales para la
activacion de Li T especificos de tu-
mor con fines terapéuticos (Palucka
y Banchereau, 2012). Por ejemplo,
Sipuleucel-T ha sido recientemente
aprobado por la FDA para su uso
en pacientes con cancer de pros-
tata metastdsico resistente a la cas-
tracion. Esta vacuna a base de CDs
autélogas tiene como objetivo esti-
mular a los Li T especificos contra la
fosfatasa acida prostatica (PAP), una
proteina que se sobre-expresa en el
carcinoma de proéstata. Aunque el
principio de accién de Sipuleucel-T
permanece poco estudiado, el trata-
miento con esta vacuna aumenta la
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media de supervivencia en 4 meses
con una toxicidad minima (Martin y
col., 2011).

Existen también terapias no espe-
cificas cuyo objetivo es estimular cé-
lulas del sistema inmune para refor-
zar la respuesta inmune antitumoral.
Por ejemplo los IFNs son agentes
activadores de CDs utilizados en
tratamiento de carcinoma de células
renales, la IL-2 estd involucrada en
la expansion de células T y es utili-
zada en tratamientos de melanoma
y carcinoma de células renales y los
agonistas de receptores tipo Toll (Toll
like receptors, TLRs) actGan como
inmunomoduladores de la respuesta
inmune activando principalmente a
CDs (Andreani y col., 2007; Nuafez
y col., 2012; Gatti y col., 2013). Por
ejemplo imiquimod, una agonis-
ta sintético especifico para TLR7 y
TLR8, es usado para el tratamiento
superficial de carcinomas de célu-
las basales de la piel (Dunne y col.,
2011). Muchos ligandos de TLRs
estan siendo testeados en pruebas
clinicas, como por ejemplo el oligo-
desoxinucleétido CpG, un ligando
de TLR9 (Duramad vy col., 2005) y
el 4cido poliinosinico-policitidilico
(poli I:C), ligando de TLR3 (Zhang y
col., 2011).

B CONCLUSIONES FINALES

El' descubrimiento de vias mo-
leculares cruciales que promueven
el crecimiento y mantenimiento del
tumor junto con el desarrollo de far-
macos que inhiben especificamente
estas vias ha iniciado una nueva era
de la medicina del cancer. Asimis-
mo, una mejor comprensién de los
mecanismos inmunes protectivos
anti-tumor y la traduccién de estos
conceptos en inmunoterapias efica-
ces que prolongan la supervivencia
del paciente ha validado la idea
desde hace mucho tiempo que la in-
munidad juega un importante rol en
la patogénesis del cancer. El modo

complementario de acciéon de es-
tas dos modalidades prometedoras
sugiere interesantes posibilidades
de sinergia terapéutica con el trata-
miento combinado, y se espera que
den como resultado la regresion del
tumor a largo plazo en los pacientes
tratados.

B ABREVIATURAS Y GLOSARIO:

Apoptosis: proceso de muerte ce-
lular programada como conse-
cuencia de la pérdida de sefales
de sobrevida o la presencia de
sefiales de muerte.

Angiogénesis: proceso que involu-
cra la generacién de nuevos va-
sos sanguineos a partir de vasos
preexistentes.

Arresto celular o quiescencia: pro-
ceso reversible por el cual una
célula frena o bloquea su ciclo
celular.

ARGT1, arginasa 1.

CD, células dendriticas.

Célula madre: o célula troncal, es
denominada aquella célula con
capacidad de autorenovacion y
que puede diferenciarse origi-
nando distintos linajes celulares.

Ciclo celular: es un conjunto orde-
nado y secuencial de sucesos
que conducen al crecimiento de
la célula y la division en dos cé-
lulas hijas.

GM-CSF, factor estimulante de co-
lonias de granulocitos y macré-
fagos.

GrB, granzima -B.

IDO, enzima indolamina 2,3-deoxi-
genasa.

IL, interleuquina.

iNOS, 6xido nitrico sintasa induci-
ble.

MDSC, célula mieloide supresora.

MHC, complejo mayor de histo-
compatibilidad.

MICAs, secuencia relacionada a
polipéptido MHC clase | -A so-
luble.

Modificaciones epigenéticas: re-
gulaciones heredables de la ex-

presion génica que no implican
cambios en la secuencia de nu-
cledtidos.

Oncogen: es cualquier gen mutado
con ganancia de funcién que
codifica una proteina capaz de
transformar células en cultivo o
de inducir cadncer en animales de
experimentacion.

p53, factor de transcripcién nuclear
que se induce como consecuen-
cia de danos en el ADN, acti-
vando enzimas de reparacién,
produciendo el arresto celular,
apoptosis y senescencia.

PDGF, factor de crecimiento deriva-
do de plaquetas

PD1, receptor de muerte celular
programada.

PD-L1, ligando de PD -1.

PGE2, prostaglandina E-2.

Proapoptosis: estadio reversible pre-
vio a la apoptosis.

Senescencia: es el proceso iniciado
como respuesta al estrés y dano
ocurrido en una célula y consti-
tuye una ruta alternativa de res-
puesta a la muerte celular pro-
gramada.

TGEF-B, factor de crecimiento trans-
formante —p.

Treg, células T reguladoras.

TSA: abreviatura en inglés para “an-
tigenos especificos de tumor”.

VEGF, factor de crecimiento del
endotelio vascular.
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AAPC

ASDCIACION ARGENTINA PARA
EL PROGRESD DE LAS CIENCIAS

La Asociacién Argentina para el Progreso de las Ciencias tiene el agrado de anunciar que estan abiertas las pos-

tulaciones para el Premio Interciencia, segtin el lamado que se reproduce a continuacién.

Como miembro de la Asociacion Interciencia, la AAPC puede postular hasta tres candidatos al Premio. Para que

AAPC pueda realizar una o mas postulaciones en tiempo y forma, se deben recibir las propuestas antes del 31

de julio. Las propuestas deben incluir:

. Nota justificando la postulacion;

J Curriculum Vitae del postulado;

. Nombre de hasta tres personas que puedan dar referencia del postulado.

Las propuestas se reciben en Secretaria AAPC, Avenida Alvear 1722 4° Piso, 1711 C.A. Buenos Aires. Se puede

adelantar copia de la propuesta por correo electrénico a secretaria@aargentinapciencias.org.

Las decisiones de AAPC respecto a las postulaciones se tomaran en base al dictamen de un Jurado ad-hoc, cons-

tituido por especialistas. Dicha decision serd irrevocable y se comunicara el 16 de agosto.

PREMIO / AWARD / PREMIO INTERCIENCIA - 2013

El Gobierno de Canada, en colaboracion con la As-
sociation francophone pour le Saveir, en su calidad de
miembro de la Asociacion Interciencia, establecieron
vna Fundacion Interciencia con la finalidad de auspi-
ciar el otorgamiento de un Premio Anual para receno-
cer a un individoo que haya heche una contribucion
sobresaliente para el avance en los paises de las Amé-
ricas de una disciplina de las ciencias y la ingenieria.

Para el FREMIO INTERCIENCIA 2013, el Comité
Ejecutivo de la Asociacién Interciencia, ha seleccio-
nado el campo de BIODIVERSIDAD Y ECOLOGIA.
El jurado designado evaluara la calidad cientifica del
trabajo de los candidatos, su repercusion en el campo
respectivo ¥ su impacto en la regidn. El PREMIO sera
otorgado en la Reunion Anual de la Asociacidn y con-
sistira de USD 5.000, uvna Placa Conmemorativa v una
suma razonable para cubrir los gastos de viaje para asis-
tir a la reunion.

ELEGIBILIDAD

EL PREMIO esta abierto a los cientificos e ingenie-
ros nacionales o residentes legales en los paises de las
Ameéricas. Cualquier individuo en la comunidad cien-
tifica e ingenieria que haya hecho contribucién sustan-
cial en ciencias de la vida es elegible para este premio.

PROCEDIMIENTO DE POSTULACION

Todas las Asociaciones miembros de la Asociacidn
Interciencia podran proponer hasta tres candidatos,
incluyendo los signientes datos:

- Nombre del postulante, direccién y teléfono.

- Nombre y el titulo del candidato. su afiliacién insti-
tucional y direccién.

- Un resumen de acciones que forma la base de postu-
lacién (maximo 250 palabras).

- Un escrito mas largo, que no exceda a tres paginas.
que provea detalles adicionales para la nominacién.

- Dos cartas de apoyo.

- Un Curriculum vitae (maximo 3 paginas) con las po-
siciones profesionales desempefiadas.

- Cualquier otra documentacion (articulos y otros ma-
teriales ligeros) que ilustre el significado de los logros
del candidato postulado.

- Todo el material sera propiedad de la Asociacion In-
terciencia.

- La postulacion y el material (en caso de libros y otro
material impreso, eaviar solo la referencia o vn resu-
men)

The Government of Canada, in collaboration with
the Association francophone pour le Saveir, as a
member of the Interciencia Association, have estab-
lished an Interciencia Foundation with the aim of
patronizing an Anmual Award to recognize an indi-
vidvual that has made an outstanding contribution to
the advancement, in the Americas, of a field of sci-
ence and engineering.

For the INTERCIENCIA AWARD 2013, the Ex-
ecutive Council of the Interciencia Association has
chosen the field of BIODIVERSITY AND ECOL-
OGY. The designated jury will evaluate the scien-
tific quality of the candidates’ work, and its impact
on the fields and in the region. The AWARD will be
bestowed at the Annual Meeting of the Association
and will consist of USS 5.000, a Commemorative
Plate and sufficient funds to attend the meeting.

ELEGIBILITY

Eligibility The AWARD is open to scientists and en-
gineers who are nationals or legal residents of coun-
tries of the Americas. Any individual in the scien-
tific and engineering communities that has made a
substantial contribution in life sciences is eligible for
this award.

NOMINATION PROCEDURE

All Member Associations of the Interciencia Asso-
ciation may nominate up to three candidates, includ-
ing the following data:

- Nominator’s name, address and telephone number.

- Candidate’s name and title, institutional affiliation
and address.

- A summary of facts that constitute the basis for the
nomination (up to 250 words).

- A longer statement, not to exceed 3 pages, providing
additional details.

- Two letters of support.

- A Curriculom vitae (maximum 3 pages) with profes-
sional position held.

- Any other documents (articles or other light mate-
rials) that illustrate the significance of the nominee’s
achievements.

- All the material will be the property of the Intercien-
cia Association.

- Nomination and materials (in case of bocks and
other printed material only references and summaries)

0 Governo do Canada, em colaboragdo com a As- so-
ciation francophone pour le Saveir, na sua qualida- de
de membro da Associagdo Interciéncia, criou uma
Fundacdo Interciéncia com a finalidade de anspiciar
o outorgamento de um Prémio Anual para reconhecer
a um individuo que tenha feito uma contribuigio so-
bres- salente para ¢ avan¢o nos paises das Américas
de uma disciplina das ciéncias e a engenharia.

Para o PREMIO INTERCIENCIA 2013, o Comité
Executivo da Associagio Interciéncia, tem selecio-
nado o campo da BIODIVERSIDADE/ECOLOGIA.
0O jiri designado avaliara a qualidade cientifica do
trabalho dos candi- datos, sua repercussio no campo
respetivo e sen im- pacto na regifio. O PREMIO seri
outorgado na Reu- nido Anual da Associagio e con-
sistira de USD 5.000, uvma Placa Comemorativa e uma
soma razodvel para cobrir os gastos de viagem para
assistir 4 reunidio.

ELEGIBILIDADE

O PREMIO esta aberto aos cientistas e enge- nheiros
nacionais ou residentes legais nos paises das Amé-
ricas. Qualquer individuo na commnidade cientifica e
engenharia que tenha feito contribuigio substancial
nas ciencias da vida € elegivel para este prémio.

PROCEDIMENTO DE POSTULACAD

Todas as Associagdes membros da Associagiio In-
terciéncia poderdio propor até trés candidatos, incluin-
do os seguintes dados:

- Nome do postulante, endereco e telefone.

- Nome e o titulo do candidato, sna afiliagdo institu-
cio- nal e enderego.

- Um resumo de agdes que forme a base da postolagdo
(maximo 250 palavras).

- Um escrito mais longo, que ndo exceda trés paginas,
que provea detalhes adicionais para a nominagio.

- Duas cartas de apoio.

- Um Corriculum vitae (miximo 3 paginas) com as
po- sigdes profissionais desempenhadas.

- Qualquer outra documentagdo (artigos ou outros ma-
teriais ligeiros) que ilustre o significado das conquis-
tas do candidato postulado.

- Todo o material sera de propriedade de Associagio
Interciéncia.

- A postulagio e o material (em caso de livros e ou-
tro material impresso, enviar solo a referencia ou uvm
resu- memn)




ENFERMEDADES
NEUROINFLAMATORIAS
DESMIELINIZANTES Y NUEVAS
ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

Palabras clave: Esclerosis mdltiple, galectinas, glicomica.
Key words: Multiple Sclerosis, Galectins, Glicomics.

Las enfermedades desmielinizantes constituyen una importante
proporcion de las afecciones neuroldgicas que actualmente afectan
a los adultos joévenes y provocan importantes secuelas; siendo la
esclerosis miltiple (EM) una de las principales. Si bien se propusieron
diferentes hipotesis para explicar su etiopatogenia, la luz arrojada
a partir de los hallazgos realizados durante los dltimos afos indica
una etiologia autoinmunitaria como la mas probable junto a factores
ambientales y genéticos que la predisponen. El desarrollo de la
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) como modelo animal
de EM ha permitido avanzar enormemente en el entendimiento de los
mecanismos que operan durante la enfermedad. En su inicio, diferentes
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poblaciones de células T patogénicas y proinflamatorias (Th1 y Th17)

desempeiian un papel central en el daio ejercido a la vaina de mielina que reviste los axones de las neuronas contribuyendo
también significativamente al dafio axonal observado en la enfermedad. En los tltimos afios, las propiedades antiinflamatorias de
galectina-1 han sido ampliamente demostradas en diferentes modelos de inflamacién crénica y autoinmunidad, especialmente
aquellos mediados por células Th1 y Th17. En nuestro laboratorio hemos estudiado ampliamente el rol de Galectina-1 en la
neuroinflamacién autoinmune. Asi, hallamos que la administracién terapéutica de Galectina-1 permitiria atenuar la severidad
de esta enfermedad a través de la eliminacion selectiva de células Th1 y Th17 patogénicas y la activacion de circuitos inmuno-
regulatorios tanto a nivel periférico, mediante la induccién de células dendriticas (CDs) tolerogénicas, como a nivel del sistema
nervioso central a través de la desactivacién de la microglia (células de linaje monocitico presentes en el sistema nervioso) por
parte de los astrocitos (células de linaje neuroectodérmico que juegan un rol clave para la realizacion de la actividad nerviosa).

Demyelinating diseases are among the most relevant neurological disorders affecting young people nowadays, being multiple
sclerosis (MS) the most frequent. Although several theories regarding the genesis of this disease have been proposed, recent
advances strongly support an autoimmune origin combined with environmental and genetic factors. The development of an animal
model of MS, the experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), has brought light to many of the mechanisms underlying
this pathology. Pro-inflammatory, pathogenic T cells, such as Th1 and Th17 cells, play a key role in tissue damaging and, therefore,
demyelination of the Central Nervous System (CNS) in MS. During the last years, Galectin-1 has emerged as an endogenous
protein with proved anti-inflammatory proprieties in different experimental models of chronic inflammation and autoimmunity,
especially in those pathologies mediated by Th1 and Th17 cells. In our laboratory, we have largely studied the role of this lectin
in autoimmune neuroinflammation. We have found that administration of recombinant Galectin-1 suppressed inflammation-
mediated neurodegeneration through mechanisms involving specific deletion of Th1- and Th17-pathogenic cells and activation
of regulatory circuits both at the periphery, by endowing dendritic cells with tolerogenic potential and, in the CNS, by astrocyte-
mediated microglial deactivation. Thus, Galectin-1-glycan interactions are essential in tempering neurodegeneration with critical
therapeutic implications for MS.

B ESCLEROSIS MULTIPLE. UNA
ENFERMEDAD AUTOINMUNE
DESMIELINIZANTE

nizacion fundamentalmente en el
SNC comprometiendo el encéfalo,

Nervioso Central (SNC), de origen
autoinmune, caracterizada por sig-

La Esclerosis Mdltiple (EM) es
una enfermedad cronica del Sistema

nos de inflamacién, desmieliniza-
cién y pérdida axonal irreversible
(Sospedra & Martin, 2005). El pro-
ceso inflamatorio induce desmieli-

los nervios 6pticos y la medula es-
pinal alterando asi la conduccién
del impulso nervioso. Los sintomas
varfan considerablemente segtn
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qué areas se vean afectadas y entre
los mas relevantes se hallan el dé-
ficit motor y/o sensitivo, los trastor-
nos 6culomotores, la pérdida de la
agudeza visual, los trastornos en la
coordinacion vy la afectacion esfin-
teriana. Estudios neuropsicolégicos
demostraron que un 35-65% de
los pacientes también desarrollan
déficit cognitivo y suelen presentar
signos de depresién, labilidad emo-
cional, euforia y enfermedad bipo-
lar (Sospedra & Martin, 2005). Esta
enfermedad afecta preponderante-
mente a adultos jovenes en plena
etapa productiva y a medida que
transcurre el tiempo conduce a un
estado de discapacidad neurolégica
generando serio impacto y repercu-
sion en el ambito familiar, social y
econémico-laboral.

Se estima que aproximadamente
2,1 millones de personas en el mun-
do poseen esta enfermedad, repre-
sentando la segunda causa de disca-
pacidad neuroldgica en adultos jo-
venes a nivel mundial. No obstante,
este valor se encuentra subestimado
debido a que, en algunos casos, las
manifestaciones de la EM pueden
ser invisibles para el paciente (www.
nationalmssociety.org). En nuestro
pais, la prevalencia de EM se ha esti-
mado en 18 personas cada 100.000
habitantes, con mayor frecuencia
en el sexo femenino entre los 20-40
anos de edad (Crisitano, 2008; Mel-
con, 2008; Cristiano, 2009).

B PATOGENESIS DE LA EM

Aunque la etiologia de la EM es
multifactorial, numerosas eviden-
cias indican que el desarrollo de una
respuesta inflamatoria autoinmune
dirigida contra componentes de la
mielina juega un papel critico en
la patogénesis y evolucién de esta
enfermedad (Sospedra & Martin,
2005; McFarland & Martin, 2007).
La hipotesis mds aceptada es que
la EM resulta de la combinacién de

factores ambientales y genéticos que
la predisponen. Numerosos estudios
genético-epidemioldgicos  proveen
evidencias convincentes de que la
susceptibilidad a la enfermedad es
hereditaria (pero no la enfermedad
en si) al demostrase que mientras el
riesgo normal de desarrollar EM es
de 1/750, éste aumenta a 1/40 en
aquellas personas que presentan un
familiar cercano (padre, hermano,
hijo) con EM (Dymet, 2004). En-
tre los factores ambientales, se ha
postulado que ciertas infecciones
virales (como por ejemplo, la mo-
nonucleosis por Epstein-Barr), el dé-
ficit de Vitamina D y el tabaquismo
estarian involucradas en facilitar el
desarrollo de EM (Lunemann, 2007).

La EM es una enfermedad suma-
mente heterogénea, lo cual se refle-
ja en su fenotipo clinico variable, la
diversidad de lesiones neuropato-
[6gicas y su divergente patogénesis
molecular. La histopatologia de esta
enfermedad exhibe un cuadro com-
plejo caracterizado por inflamacién,
desmielinizacién y re-mielinizacion
dindmica, y dafio axonal/neuronal
tanto en lesiones subcorticales como
en lesiones corticales diseminadas.
En principio, todos los componentes
celulares y humorales de la respues-
ta inmune innata y adaptativa pue-
den ser identificados en las lesiones
de EM (Siffrin, 2007).

Estudios  inmunohistoquimicos
del infiltrado inflamatorio de lesio-
nes de pacientes con EM y resulta-
dos obtenidos en el modelo experi-
mental en ratones, encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE), han
revelado el protagonismo de células
T autoreactivas en la patogénesis de
la enfermedad (Siffrin, 2007). Tan-
to las observaciones en pacientes
como los datos obtenidos en dis-
tintos modelos experimentales, in-
dican que la activacion de células
T CD4* autorreactivas y su posterior
diferenciacion a células T efectoras,

son eventos cruciales en las etapas
iniciales de la EM, y probablemen-
te también durante el curso y evo-
lucién de esta patologia (Prineas
& Raine, 1976; Adams, 1989; Sos-
pedra & Martin, 2005; McFarland
& Martin, 2007). Sin embargo, la
lesion del tejido blanco es también
mediada por otros componentes
del sistema inmune tales como anti-
cuerpos, complemento y citoquinas
producidas por células del sistema
inmune innato. Ademads, existen evi-
dencias claras de que alteraciones
del balance entre células T efectoras
y regulatorias podrian ser responsa-
bles de la naturaleza intermitente o
progresiva crénica de la enfermedad
(Olsson, 1992).

Como consecuencia de la res-
puesta inflamatoria, se generan
mdltiples placas de desmieliniza-
cién que se presentan en distintos
estadios evolutivos junto a un grado
variable de compromiso axonal, el
cual es observado tempranamente y
se lo ha asociado a la irreversibili-
dad de ciertos sintomas que presen-
tan estos pacientes (Olsson, 1992;
Trapp, 1998). Las placas suelen me-
dir entre 2 mm y 6 cm y se locali-
zan frecuentemente en la sustancia
blanca subependimaria o periven-
tricular (ventriculos laterales y cuar-
to ventriculo), en el Iimite entre la
sustancia gris cortical y la sustancia
blanca subcortical, en los nervios,
quiasma y cintillas opticas, en el
tronco cerebral, peddnculos y lami-
nillas cerebelosas como asi también
en la médula espinal, existiendo una
clara asociacion entre las lesiones y
la presencia de infiltrados inflama-
torios perivasculares (Trapp, 1998,
Rudick & Trapp, 2009). Es importan-
te destacar que si bien estas placas
en la sustancia blanca del cerebro y
médula espinal son los signos mor-
folégicos més obvios de la enferme-
dad, neuronas y axones son también
un blanco importante de la respues-
ta inflamatoria en el SNC (Trapp,
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1998; Rudick & Trapp, 2009).

En los dltimos afos una gran
cantidad de estudios han demostra-
do que, asociados al componente
inflamatorio, factores inherentes al
SNC juegan un papel importante en
el desarrollo de la EM. En este sen-
tido se ha observado que la vulne-
rabilidad del SNC al impacto de la
reaccion inflamatoria y la capacidad
de reparacion tisular se encuentran
alteradas de manera heterogénea en
distintos pacientes (Weiner, 2009).
Por lo tanto, la comprensién de la
etiologia y patogénesis de EM re-
quiere la consideracion de compo-
nentes inherentes al sistema inmu-
ne y propios del sistema nervioso,
como asi también de la interaccién
dinamica entre los mismos.

B DIAGNOSTICO Y CURSO CLi-
NICO

Las dificultades en el diagndsti-
co de la EM se reflejan en que aln
hoy, a pesar de los adelantos en los
métodos complementarios de diag-
nostico, se demora entre 4 y 5 afos
para poder establecerlo. Conside-
rando que el pronéstico de la enfer-
medad en términos de discapacidad

se determina justamente en los pri-
meros anos de su evolucién, urge
la necesidad de lograr acortar estos
tiempos con el objeto de insaturar
tempranamente terapias tendientes
a demorar el proceso neurodegene-
rativo. Ante la ausencia adn de una
prueba especifica, el diagnostico
continGa basandose en “criterios”
que brindan pautas o guias para
avanzar en el problema pero no lo
resuelven de manera definitiva. Los
criterios de Schumacher (1965) fue-
ron los primeros en establecer la ne-
cesidad de dos conceptos esenciales
para el diagnéstico: a) demostracion
de dos o mas lesiones del SNC di-
seminadas en tiempo y espacio; y
b) exclusién de otras patologias que
pudieran manifestarse de manera si-
milar. Con el correr de los afios, los
avances generados tanto en el cono-
cimiento de la EM, como también
en las herramientas de diagndstico,
dieron lugar a la generacién de cri-
terios mas modernos como los de
Poser en 1983, los de McDonald en
el 2001 y finalmente los Revisados
de McDonald en el 2005. Todos es-
tos criterios dan valor a los métodos
complementarios como la resonan-
cia magnética, el analisis del liqui-
do céfalo-raquideo y los potenciales

evocados visuales, a fin de facilitar
el diagndstico de la enfermedad. No
obstante, todos ellos siguen man-
teniendo el concepto original de
eventos separados en el tiempo y
espacio para sostener el diagndstico
(Correale, 2011).

Desde el punto de vista clinico, la
EM es una enfermedad de evolucién
variable. El 85% de los pacientes
inician su enfermedad con un curso
que involucra brotes y remisiones,
caracterizado por episodios agudos
de déficit neurolégico (brotes), se-
guidos de episodios de estabilidad
(remision). Comienza con un cuadro
agudo o subagudo focal, que evolu-
ciona en el término de 24 a 72 hs, se
estabiliza y mejora de modo espon-
taneo. Esta forma clinica de la EM se
denomina remitente recurrente (Ta-
bla I). Estudios de la historia natural
de la enfermedad han demostrado
que el 50% de estos pacientes, lue-
go de 10-15 afios, evoluciona hacia
una forma clinica caracterizada por
deterioro neurolégico progresivo
e irreversible, la cual se denomina
secundaria progresiva (Sospedra &
Martin, 2005). Un brote se define
como la ocurrencia de sintomas de
disfuncion neurolégica de més de

Tabla I. Criterio de clasificacion adoptado por el Comité Internacional de Estudio de la EM

Clasificacion

Caracteristicas

Remitente Recurrente (RR)

Presencia de brotes de

recuperacion completa o secuelas. No existe progresién de la enfermedad

entre los brotes. El 85% de los pacientes presentan esta forma clinica.

la enfermedad claramente definidos con

Secundaria Progresiva (SP)

El curso inicial es RR, seguido de incremento de la discapacidad en forma

progresiva, con o sin brotes concomitantes

Primaria Progresiva (PP)

Progresion de la enfermedad desde el inicio, con estabilizaciones

ocasionales y mejorias menores temporales. No presentan brotes de la

enfermedad.

Progresiva Recurrente (PR)

Enfermedad progresiva desde el inicio con brotes evidentes, con o sin
recuperacion completa y con periodos entre brotes caracterizados por

progresion continua.
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24 h de duracién y en las cuales
se han excluido otras causas como
fiebre o trastornos metabdlicos. La
ocurrencia de dos brotes indepen-
dientes se considera cuando éstos
estan separados por un periodo de
al menos un mes y afectan diferen-
tes areas del SNC. Las manifestacio-
nes clinicas mas comunes incluyen
neuritis 6ptica, debilidad muscular,
trastornos sensoriales, alteraciones
esfinterianas, ataxia cerebelosa, dis-
funcién del tronco cerebral, temblor
y fatiga (Rabinovich, 2004; Correale,
2011).

Existen diversos factores clinicos
y demograficos predictivos del curso
de la EM. De este modo a) el géne-
ro masculino, b) la edad de inicio
tardia, ¢) la elevada frecuencia de
brotes en los primeros afnos de la en-
fermedad y d) el intervalo de tiem-
po corto en alcanzar discapacidad
moderada son marcadores de mala
evolucién de la enfermedad. Tal
como mencionamos anteriormente,
una pequefia proporcién de pacien-
tes no experimentan brotes sino que
presentan una apariciéon y progre-
sion gradual de déficit neurolégicos
desde el inicio de la enfermedad.
Esta forma clinica conocida como
primaria progresiva afecta predomi-
nantemente a hombres, [uego de los
45-50 afos y representa la forma de
inicio en el 15% de los casos (Lublin
& Reingold, 1996). En la Tabla | se
resumen los criterios de clasifica-
cién de las distintas formas clinicas
de la EM adoptado por el Comité In-
ternacional de Estudio de la EM en
1996.

B ENCEFALOMIELITIS AUTOIN-
MUNE EXPERIMENTAL: MODELO
ANIMAL PARA EL ESTUDIO DE LA
EM

La comprensién de los mecanis-
mos inmunolégicos y neuroldgicos
implicados en cada forma particular
de la enfermedad permite el disefo

de terapias adecuadas y persona-
lizadas. En este sentido, el analisis
exhaustivo en modelos experimen-
tales como el de la Encefalomielitis
Autoinmune  Experimental  (EAE),
descripto por Thomas M. Rivers en
1933, ha permitido el descubrimien-
to de algunos de los mecanismos fi-
siopatologicos de la enfermedad au-
toinmune desmielinizante asi como
también el estudio comparativo de
diferentes estrategias terapéuticas
(Zamvil & Steinman, 1990; Kuchroo,
2002; Baxter, 2007). Este modelo
experimental, desarrollado en di-
ferentes especies animales (cerdos,
conejos, ratas, ratones, cabras, etc.)
se caracteriza clinicamente por la
presentacion de pardlisis muscular
ascendente debida a un proceso in-
flamatorio del SNC inducido por la
inoculaciéon de extractos proteicos
cerebrales o antigenos peptidicos
especificos (Baxter, 2007). Si bien en
los comienzos estos modelos no re-
flejaban en su totalidad las etapas de
la enfermedad desmielinizante hu-
mana, lograron aportar informacién
critica en el campo de la neuroin-
munologfa. El conocimiento y expe-
riencia adquirida permitié adaptar
y refinar estos modelos de modo tal
que en la actualidad la EAE logra re-
capitular diversos aspectos fisiopato-
[6gicos de la EM (Stromnes & Gover-
man, 2006; Stromnes & Goverman,
2006; Baxter, 2007).

En general, la induccién de EAE
requiere de la inmunizacién sub-
cutanea con proteinas de mielina o
péptidos emulsificados en adyuvan-
tes de naturaleza pro-inflamatoria.
Esta estrategia constituye la llamada
induccion de EAE activa. Mientras
la activacién de células T en la EAE
activa parece ser similar en todos los
modelos en roedores, la fase efecto-
ra en los 6rganos blanco, asi como
también el proceso de cronificacion
de la enfermedad, parecen depen-
der de la cepa y otras caracteristicas
especificas de cada especie (Siffrin,

2007). Varios modelos de EAE en ra-
tones que utilizan proteina basica de
mielina (PBM) durante la inmuniza-
cion exhiben una enfermedad mo-
nofdsica (un Gnico brote) pero con
un curso altamente desmielinizante,
reflejando la encefalomielitis dise-
minada aguda en el humano (Nogai,
2005). Sin embargo, la EAE inducida
en la cepa SJL/) de ratén es uno de
los modelos que mds se aproxima
a la EM humana, ya que estos rato-
nes, al ser inmunizados con Proteina
Proteolipidica (PLP), desarrollan una
enfermedad con exacerbaciones y
remisiones. Al igual que en la EM
humana, los hallazgos histopatolé-
gicos incluyen inflamacién con in-
filtrado de macréfagos y linfocitos T
y extensa desmielinizacién y dafio
neuronal y axonal en etapas tem-
pranas de la enfermedad (Diesel,
2003; Aktas, 2005). Otros aspec-
tos de la neuroinflamacién crénica
pueden ser investigados en ratones
de la cepa C57BL/6 en los cuales la
inmunizacion con glicoproteina oli-
godendrocitaria de mielina (MOG)
en Adyuvante de Freund Completo
(AFC) y posterior inyeccién de la
toxina de B. pertussis, logra inducir
un episodio agudo severo de EAE
seguido de recuperacion incomple-
ta y un estado de deterioro silencio-
so progresivo secundario similar al
presente en las etapas tardias de la
EM (Mendel, 1995). Mientras que
ratones de la cepa C57BL/6 son re-
lativamente sensibles a la induccién
de EAE y alcanzan importantes gra-
dos de severidad de la enfermedad,
aquéllos pertenecientes a la cepa
129/Sv son relativamente resistentes
a la induccion de la EAE. Esta par-
ticular diferencia permite la utiliza-
cién de estas dos cepas de ratones
a los fines de evaluar variables que
disminuyen o incrementan la severi-
dad de la patologia, de acuerdo a la
hipétesis de trabajo a estudiar.
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B CELULAS EFECTORAS EN LA
RESPUESTA AUTOINMUNE DES-
MIELINIZANTE: PAPEL CRITICO
DE LAS CELULAS TH1 Y TH17

El paradigma clasico planteado
por Mossman en el ano 1986 postu-
la que durante una respuesta inmune
los linfocitos T CD4* se diferencian
hacia un fenotipo Th1 productor de
IFN-g o hacia un perfil Th2 produc-
tor de IL-4 e IL-5 (Mosmann, 1986).
Sin embargo, actualmente se cono-
ce una variedad de linajes Th nue-
vos, alternativos a las subpoblacio-
nes clasicas Th1 y Th2 (Mosmann,
1986; Glimcher & Murphy, 2000;
Reiner, 2009). De este modo, las cé-
lulas Th17 (Harrington, 2005; Bette-
Ili, 2007), Th foliculares (Thf) (King,
2008) y las recientemente descriptas
Th9 (Veldhoen, 2008) y Th22 (Trifa-
ri, 2009) han enriquecido el abanico
de células T helper o colaboradoras.

Durante mas de dos décadas el
paradigma Th1/Th2 constituyé el
marco tedrico para explicar proce-
sos inmunolégicos patolégicos de
etiologia infecciosa, alérgica o au-
toinmune (Coffman, 2006). Fue asi
que, estudios iniciales observaron
que células T CD4* con un perfil
Th1 eran las responsables de la se-
veridad del proceso autoinmune en
la EM y la EAE, mientras que la re-
cuperacion de la enfermedad estaba
asociada a la presencia de células
con un perfil de tipo Th2 (Steinman,
2007). Sin embargo, estudios pos-
teriores demostraron que en el mo-
delo de EAE, al igual que en otros
modelos de autoinmunidad érgano
especifica, las grandes responsa-
bles del desarrollo y persistencia del
proceso inflamatorio son las célu-
las Th17 (Bettelli, 2007; Stromnes,
2008). Esta subpoblacion de células
T efectoras depende de manera cri-
tica de la presencia de IL-6 y TGF-b
para su diferenciacién y de IL-23 y
del factor de transcripciéon RORgt
para su desarrollo y expansion (Gi-
jbels, 1995; Cua, 2003; Veldhoen,

2006). De modo similar a la EAE, se
ha observado que esta subpoblacién
cumple un papel critico en la pato-
génesis de la enfermedad desmieli-
nizante humana (Stromnes, 2008),
donde la expresion de IL-17 se halla
incrementada en células mononu-
cleares obtenidas de sangre peri-
férica y liquido cefalorraquideo de
pacientes con EM en comparacion
con sujetos normales (Matusevicius,
1999). Asimismo, la presencia de
transcriptos para IL-17, IL-6 e IL-23
ha sido descripta en placas de des-
mielinizacién (Lock, 2002) y células
dendriticas mieloides de pacientes
con EM secretan niveles incremen-
tados de IL-23, sugiriendo que este
tipo de células cumple un papel cla-
ve en la patogénesis de la EM (Vak-
nin-Dembinsky, 2006).

B GALECTINA-1: PROTEINA DE
UNION A CARBOHIDRATOS CON
PROPIEDADES INMUNO-REGU-
LATORIAS

Las galectinas constituyen una fa-
milia de proteinas endégenas carac-
terizadas por su capacidad de unién a
azlcares con residuos B-galactésidos
presentes en diferentes glicoprotei-
nas de la membrana plasmatica y la
matriz extracelular. Estas proteinas
reconocen en forma especifica uni-
dades repetitivas de [Galactosap1-
4-N-Acetil-Glucosamina] (N-acetil-
lactosamina, LacNAc) presentes en
N-y O-glicanos, a través de un do-
minio altamente conservado de 135
aminoacidos denominado DRC (Do-
minio de Reconocimiento de Car-
bohidratos) (Rabinovich & Toscano,
2009). Se han identificado 15 galec-
tinas en mamiferos, que se clasifican
segln la estructura que presentan en:
“proto-tipo”, “quimera” y “repeticio-
nes en tandem” (Cooper, 2002).

Durante los ultimos afios se ha
asignado a las galectinas un papel
fundamental en la regulaciéon de la
respuesta inmune (Sato & Nieminen,

2004; Rabinovich, 2007). En parti-
cular, Galectina-1 ha sido implicada
en la regulacion de la maduracion,
migracion, activacién y sobrevida
de linfocitos T tanto a nivel central
(estroma timico) como periférico (te-
jidos inflamados y 6rganos linfaticos
secundarios). Se ha demostrado que
esta proteina inhibe la proliferacion
y expansion clonal de linfocitos T
activados, mediante mecanismos
que involucran bloqueo de la activa-
cién celular (Chung, 2000), arresto
del ciclo celular (Rabinovich, 1997;
Blaser, 1998) e induccion de apop-
tosis (Perillo, 1995; Rabinovich,
1998; Rabinovich, 2002). A su vez,
Galectina-1, en concentraciones in-
feriores a 3 pM, posee propiedades
inmunosupresoras  independientes
de su efecto pro-apoptético, ya que
es capaz de inhibir la adhesion de
linfocitos T activados a diferentes
proteinas de la matriz extracelular,
tales como laminina y fibronectina,
y bloquea la secrecién de citoqui-
nas pro-inflamatorias como TNF-a e
IFN-y (Rabinovich, 1999).

Las propiedades anti-inflamato-
rias de galectina-1 han sido amplia-
mente demostradas en diferentes
modelos de inflamacién crénica y
autoinmunidad (Figura 1). Particu-
larmente, se ha demostrado que la
administracion de Galectina-1, por
terapia génica o proteica, disminu-
ye la respuesta inflamatoria y las
manifestaciones clinicas de la ar-
tritis inducida por colageno (AIC),
un modelo experimental de artritis
reumatoidea en ratén (Rabinovich,
1999). En este modelo el tratamien-
to provoca un aumento en la sus-
ceptibilidad de los linfocitos T auto-
rreactivos a la apoptosis y un desvio
de la respuesta hacia un perfil Th2,
caracterizado por una disminucién
en la produccion de IFN-y y un au-
mento de la expresién de IL-5. Estos
resultados han sido reproducidos en
numerosos modelos de autoinmu-
nidad 6rgano-especifica como la
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I’- Localizacion:

Macrifagos activados
Linfocites T activados
Linfocites B activados

El bloqueo de la expresion de Gall en el
microambients tumoral genera una respuesta
de tipo Th1 previamente reprimida [Rubinstein
et al, Cancer Cell, 2004; Juszczynski et al, PNAS,

2007), 3{{’
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Figura 1. Propiedades inmunosupresoras de Galectina-1.

colitis inducida por acido sulfénico
trinitrobenzeno (TNBS), la hepati-
tis inducida por concanavalina A,
la diabetes autoinmune y la uvei-
tis autoinmune experimental, entre
otros (Baum, 2003; Santucci, 2003;
Perone, 2006; Toscano, 2006). Asi-
mismo, en un modelo experimental
de rechazo fetal inducido por estrés,
observamos que la administracién
de Galectina-1 restaura la tolerancia
mediante el desvio de la respuesta
inmune hacia un perfil de células
Th2 y T regulatorias (Blois, 2007).

B GALECTINA-1 COMO POTEN-
CIAL AGENTE TERAPEUTICO EN
EM

Estudios previos de nuestro la-
boratorio utilizando animales de-
ficientes en el gen de Galectina-1
(Lgals1”) demostraron claramente
que la ausencia de esta proteina
afecta el desarrollo y evolucion de
la enfermedad autoinmune desmie-
linizante (Toscano, 2007). El experi-

mento clave consisti6 en inducir EAE
en ratones Lgals1” o WT (wild type)
hembras de la cepa 129/Sv por in-
munizacién con el péptido 35-55 de
la glicoproteina oligodendrocitaria
de mielina (MOG,, ) en Adyuvante
de Freund Completo. Esta cepa de
ratones es parcialmente resistente
a la inducciéon de EAE, por lo cual
brinda el margen necesario para
observar un incremento en la seve-
ridad clinica y las manifestaciones
inmunoldgicas concomitantes. La
magnitud y severidad de la enferme-
dad se evalu6 diariamente vy, si bien
luego de un seguimiento de 30 dias
ratones Lgals1” y WT presentaban
la misma incidencia y dia de inicio
de las manifestaciones clinicas, los
ratones Lgals1” exhibieron un in-
cremento significativo en el grado
de compromiso clinico. Asimismo,
a nivel histopatolégico, los ratones
Lgals1” presentaron un extenso in-
filtrado inflamatorio y areas mayores
de desmielinizacion en secciones
de médula espinal. Ademas, células

de bazo de ratones Lgals1” exhibie-
ron una mayor respuesta prolifera-
tiva antigeno-especifica, un incre-
mento significativo en la frecuen-
cia de células CD4*IL-17* (Th17) y
CD4*IFN-y* (Th1) y, congruente con
esto, produjeron niveles significati-
vamente superiores de IL-17 e IFN-y.
Estos resultados sitdan a Galectina-1
como un factor endégeno capaz de
inhibir la severidad de la respuesta
inflamatoria patogénica en el mode-
lo de EAE a través de la regulacion
negativa de poblaciones Th1 y Th17
efectoras. Sin embargo, el resultado
mas contundente, y probablemente
mas relevante con fines terapéuti-
cos, lo obtuvimos al intentar validar
lo que habiamos observado a través
del camino inverso. Es decir, indu-
jimos EAE en ratones C57BL/6 WT,
cepa altamente susceptible, y luego
tratamos estos ratones con Galecti-
na-1 recombinante. El tratamiento
mostré una significativa y marcada
disminucién de la severidad clinica
de la enfermedad. En congruencia
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con estos datos, observamos nive-
les disminuidos de IL-17 e IFN-y,
y un menor nimero de células
CD4*IL-17+ (Th17) y CD4*IFN-y*
(Th1). Estos hallazgos mostraron cla-
ramente que Galectina-1 promueve
una disminucion de la severidad de
la patologia autoinmune desmieli-
nizante, posicionandola como un
potencial agente terapéutico muy
atractivo.

Tal como describimos previa-
mente, Galectina-1 interacciona con
alta avidez con glicoconjugados que
contienen unidades multiples de
N-acetil-lactosamina (poli-LacNAc)
presentes en N- y O-glicanos de
glicoproteinas de la membrana
plasmética y la matriz extracelular
(Hirabayashi, 2002; Leffler, 2004).
La sintesis de dichas cadenas de
poli-LacNAc se halla regulada, en
parte, por la enzima glicosiltranfera-
sa GCNTT en el caso de O-glicanos
y la enzima GnT5 en el caso de los
N-glicanos (Daniels, 2002). De este
modo, la expresion de estas glico-
siltransferasas durante el desarro-
llo, activacién y diferenciacion de
las células T facilitarfa la sintesis
de cadenas poli-LacNAc que, a su
vez, podrian determinar la unién de
Galectina-1 a la superficie celular.
A su vez, se ha demostrado que la
adicién de residuos de acido sidlico
con enlaces a-2,6 (generados por la

enzima ST6Gal1) a las estructuras
poli-LacNAc de N-glicanos es capaz
de inhibir la unién de Galectina-1
a sus ligandos especificos (Amano,
2003). De este modo, la sintesis o
el enmascaramiento de residuos de
azUcares especificos en glicoprotei-
nas de la superficie celular permite o
impide la unién de Galectina-1y su
accion reguladora sobre las células
T.

Basados en esto, estudiamos los
mecanismos involucrados en la re-
gulacién negativa de las poblacio-
nes Th1 y Th17 observadas durante
la EAE, centrandonos en el perfil de
glicosilacion de las diversas subpo-
blaciones de células Th. Asi, halla-
mos que linfocitos Th2 exponen
altos niveles de acido sialico a-2,6
en sus glicoproteinas de superficie
en comparacion con linfocitos Th1
y Th17. Esto se vio acompanado de
una elevada capacidad de unién
de Galectina-1 a la superficie de
células Th1 y Th17, no asi de célu-
las Th2. Por lo tanto, la susceptibi-
lidad diferencial de las células Tht,
Th17 y Th2 a la apoptosis inducida
por Galectina-1 se explicaria por
la glicosilacion diferencial de sus
glicoproteinas de superficie celular
(Figura 2). Mientras que las células
Th1 y Th17 poseen el repertorio de
glicanos necesarios para la union y
accién de Galectina-1, los linfocitos

Th2 son resistentes a su accioén ya
que exhiben un patrén de glicosila-
cion rico en 4acido sidlico a-2,6, el
cual bloquea la unién de esta lecti-
nas (Toscano, 2007). Estos hallazgos
explicarian la capacidad que Galec-
tina-1 posee a la hora de regular las
respuestas inmune de perfiles Th1 y
Th17 patogénicas durante la EAE e
inhibir asi la neuroinflamacion au-
toinmune.

En paralelo a estas observacio-
nes, Demetriou y colaboradores
describieron que ratones deficientes
en el gen que codifica para GnT5
(Mgat5-/-), enzima responsable de
generar N-glicanos complejos, pre-
sentan mayor susceptibilidad al de-
sarrollo de EAE (Demetriou, 2001).
De acuerdo a este hallazgo y en un
trabajo posterior de dicho grupo, se
observd que las cepas de ratones
mas susceptibles al desarrollo de
EAE (tales como PL/J, SIL, y NOD)
poseen una disminuciéon natural
en el grado de ramificaciones en
N-glicanos (Lee, 2007). En particu-
lar, se ha descrito que la cepa PL/J
presenta los niveles mas reducidos
de ramificacién, a causa de una de-
ficiencia parcial en las enzimas N-
acetilglucosaminiltransferasas I, II, y
V (Mgatl, 2, and 5), y con el tiem-
po desarrollan espontaneamente un
proceso de neuroinflamacién me-
diada por linfocitos T que conduce
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Figura 2. Glicosilacion y susceptibilidad diferencial de células Th1, Th2 y Th17 a la apoptosis inducida por

Galectina-1.
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a la desmielinizacion y neurodege-
neracion. De este modo, se puede
pensar que el procesamiento de N-
glicanos en el aparato de Golgi se-
ria una caracteristica heredable que
determinaria en estos animales la
susceptibilidad a EAE. Asimismo, su-
gieren que deficiencias en la sinte-
sis de las ramificaciones de residuos
GlcNAc en N-glicanos promoverian
la desmielinizacién y neurodegene-
racién mediada por células T, carac-
teristicas de la EM.

B EFECTO TERAPEUTICO DE CDS

DIFERENCIADAS EN PRESENCIA
DE GALECTINA-1 SOBRE LA EN-
FERMEDAD AUTOINMUNE DES-
MIELINIZANTE

Ademas de la participacion de
mecanismos efectores mediados por
células Th1 y Th17, alteraciones en
mecanismos de tolerancia periféri-
ca fueron descriptas recientemente
en enfermedades autoinmunes y en
EM en particular. Estos mecanismo
involucran diferentes poblaciones
de células regulatorias tales como
células T regulatorias inducibles
productoras de IL-10 (Tr1), células
Th3 productoras de TGF-b y células
T regulatorias naturales o inducibles
caracterizadas por la expresion con-
junta de las moléculas CD4, CD25
y del factor de transcripcién FoxP3
(Tregs) (Roncarolo & Levings, 2000;
Viglietta, 2004). Por otro lado, se
ha observado que la presencia de
un microambiente inmunosupresor
favorece la expansién y diferencia-
cién de un tipo de CDs con carac-
teristicas regulatorias, capaces de
sintetizar 1L-27 e IL-10. Para estas
células se ha acunado el nombre de
células dendriticas tolerogénicas.

Las CDs son células presentado-
ras de antigeno profesionales, alta-
mente especializadas en reconocer,
procesar y presentar antigenos a
células T virgenes (Guermonprez,
2002; Steinman, 2003; Reis e Sousa,

2006). En lineas generales, las CDs
han despertado un gran interés en
cuanto a su capacidad de promover
la iniciacion de una respuesta me-
diada por células T (Guermonpez,
2002). Sin embargo, como acaba-
mos de mencionar, las CDs poseen
también la facultad de desarrollar
capacidades regulatorias y promo-
ver la tolerancia periférica, ya sea
a través de la induccion de anergia
de células T o favoreciendo la dife-
renciacion de células T regulatorias,
incluyendo aquellas con fenotipo
CD4* CD25* Foxp3* y células T re-
gulatorias de tipo 1 productoras
de IL-10 (Steinman, 2003; Morelli,
2005; Rutella, 2006). La ausencia
de este tipo de CDs tolerogénicas
podria determinar el desarrollo y
amplificacién del fenémeno autoin-
mune (Stumhofer, 2006; Awasthi,
2007; Fitzgerald, 2007). Teniendo
en cuenta su exquisita plasticidad,
se ha propuesto que las CDs tolero-
génicas podrian ser explotadas tera-
péuticamente a los fines de atenuar
la respuesta inmune, especialmente
en el control de enfermedades au-
toinmunes (Rutella, 2006; Morelli &
Thomson, 2007).

Con el objeto de determinar el
impacto de Galectina-1 sobre la fi-
siologia de las CDs, en nuestro la-
boratorio estudiamos el efecto de
esta lectina sobre su funcionalidad.
La exposicion de CDs a Galectina-1
durante el proceso de diferencia-
cién logré generar una poblacién
de CDs (CD_, ,) con baja expresion
de CD11c (marcador de membrana
caracteristico de CDs inmunogé-
nicas) y alta expresion de CD45RB
(marcador de superficie asociado a
CDs regulatorias) (Wakkach, 2004;
Svensson, 2004). Dichas CDs dife-
renciadas en presencia de Galecti-
na-1 producen mayores niveles de
la citoquina IL-27. En el contexto
de mecanismos de tolerancia peri-
férica, IL-27 ha sido recientemente
identificada como una citoquina do-

minante producida por CDs tolero-
génicas que, junto a IL-6, induce la
diferenciacién de células T regulato-
rias productoras de IL-10 (Awasthi,
2007; Fitzgerald, 2007; Stumhofer,
2007).

Tanto la EM como la EAE se ca-
racterizan por un infiltrado inflama-
torio compuesto de células T, ma-
créfagos, astrocitos y microglia con
participacién de CDs responsables
de su activacién y por la presencia
de placas focales de desmieliniza-
cién que ocasionan distintos grados
de déficit neurolégico (Steinman,
1996; Sospedra & Martin, 2005). A
su vez, es importante destacar que,
tanto en la EM como en la EAE, las
células Th1 y Th17 son criticas en el
establecimiento, severidad y persis-
tencia de la enfermedad inflamato-
ria (Sospedra & Martin, 2005; Stein-
man, 2007). Estudios recientes han
propuesto el uso potencial de CDs
regulatorias como herramientas te-
rapéuticas para suprimir la progre-
sién de enfermedades autoinmunes
(Chorny, 2005; Rutella, 2006; More-
[li & Thomson, 2007). En este con-
texto, decidimos evaluar el efecto
terapéutico de la transferencia adop-
tiva de CDs tolerogéncias diferen-
ciadas en presencia de Galectina-1
(CD,,,) sobre las manifestaciones
clinicas e inmunolégicas de la EAE.
De esta forma, hallamos que el tra-
tamiento con CDs antigeno-especi-
ficas diferenciadas en presencia de
Galectina-1 en el dia del inicio de
los sintomas clinicos (grado clinico
= 1) logr6 reducir drasticamente las
manifestaciones clinicas de la EAE.
Se observé también una reduccién
en los niveles de desmielinizacion y
una disminucion del infiltrado infla-
matorio en secciones de médula es-
pinal. Sin embargo, no se encontra-
ron diferencias significativas cuando
ratones con EAE fueron inyectados
con CDs o CD__,, que no eran anti-
geno especificas sugiriendo la rele-
vancia de la especificidad antigéni-
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Figura 3. Galectina-1 gatilla un circuito regulatorio a través de la induccién de CDs tolerogénicas productoras de
IL-27 capaces de promover la diferenciacién de células Tr1 productoras de IL-10.

ca en este efecto biol6gico. Ademds,
los ratones exhibieron niveles sig-
nificativamente inferiores de IL-17
e IFN-y y niveles mayores de IL-10
(llarregui, 2009).

Por lo tanto, podemos pensar
que la administracion terapéutica
de CDs diferenciadas en presencia
de Galectina-1 (CD_,,,) es capaz de
inducir una respuesta anti-inflama-
toria caracterizada por produccion
considerable de IL-10 e inhibicion
de los perfiles celulares Th1 y Th17
patogénicos, restableciendo de este
modo la tolerancia inmunolégica
durante la enfermedad autoinmu-
ne desmielinizante. Estos hallazgos
proveen nuevas evidencias sobre
el potencial del sistema galectina-
glicanos en la capacidad regulatoria
de CDs tolerogénicas y su empleo
terapéutico en enfermedades au-
toinmunes mediadas por células Th1
yTh17.

B LA ADMINISTRACION TERA-
PEUTICA DE GALECTINA-1 PRE-
VIENE LA NEUROTOXICIDAD
INDUCIDA POR LA MICROGLIA
ACTIVADA CLASICAMENTE Y DIS-
MINUYE LOS FENOMENOS DE
NEURODEGENERACION Y DES-
MIELINIZACION EN EL SNC.

Diversas evidencias sugieren
que la microglia activada y los ma-
créfagos contribuyen a la neurode-
generacion y disfuncién neuronal
en EM y EAE (Correale, 2011). El
nimero de macréfagos/células de
la microglia se correlaciona con la
dimension del dafio axonal en lesio-
nes de EM (Bitsch, 2000; Kutzelni-
gg & Lassmann, 2005; Rasmussen
& Keegan, 2007) y con disfuncién
neuronal en EAE (Correale, 2011).
La microglia y los macréfagos pue-
den ser activados por IFN-g 6 LPS de
tal forma que adquieren un fenoti-
po proinflamatorio (M1), mientras
que estimulados por IL-4 o IL-13
adquieren un estado de activacion
alternativa (M2), el cual se asocia a
funciones neuroprotectoras que pro-
mueven reparacion axonal (Butovs-
ky, 2006; Ponomarev, 2007). En un

microambiente inflamatorio, mone-
da corriente en la EM, los linfocitos
CD4* se diferencian hacia un patrén
Th1 y Th17 y secretan IFN-y, TNF-a,
IL-17 e IL-6. Estas citoquinas pueden
inducir un dafio directo de la vaina
de mielina, promover la desmielini-
zacién mediada por accion celular
y activar astrocitos, macréfagos y
células microgliales hacia un perfil
M1 que expresan atiin mas TNF-a en
las lesiones activas. El IFN-y también
promueve la expresion de las molé-
culas de clase Il del Complejo Ma-
yor de Histocompatibilidad (CMH)
en las células gliales, induciendo asf
el proceso de presentacion antigéni-
ca. Ademas, los macréfagos activa-
dos por los linfocitos Th1 (M1) parti-
cipan activamente en el proceso de
digestion de los componentes de la
mielina (Sospedra & Martin, 2005;
McFarland & Martin, 2007).

Se ha visto también que el proce-
so autoinmune que ocurre en la EM
puede desencadenar procesos no
mediados inmunolégicamente que
también contribuyen a la desmielini-
zacion. Por ejemplo, durante la EAE
se ha descripto una elevacion en los
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niveles de 6xido nitrico y los peroxi-
nitritos, dos sustancias citotoxicas.
El principal responsable de dichos
aumentos, la enzima o6xido nitrico
sintetasa, se encuentra presente en
las placas activas de EM, donde la
enzima inducible es expresada por
macréfagos y células microgliales
(Brosman, 1994).

Tal como describimos previa-
mente, en la periferia Galectina-1
promueve la apoptosis selectiva de
células Th1 y Th17 (Toscano, 2007),
disminuye la capacidad de presenta-
cién antigénica y de produccion de
6xido nitrico por parte de macrdéfa-
gos peritoneales y de bazo (Correa,
2003; Barrionuevo, 2007), inhibe
el trafico de leucocitos (Norling,
2008) y promueve la diferenciacion
de CDs tolerogénicas productoras
de IL-27. Sin embargo, se desco-
nocia si Galectina-1 ejercia algtn
rol directo sobre componentes del
SNC. En este contexto, en los alti-
mos anos nNos propusimos investigar
si la glicosilacion diferencial y las
interacciones entre Galectina-1 y
glicanos especificos podrian regular
el compartimento de la microglia y
los astrocitos en el SNC e influir en

la neurodegeneracion inducida por
inflamacién. Asi, demostramos que
durante el curso de un proceso de
neuroinflamacién autoinmune, la
expresion de Galectina-1 en el SNC
es regulada de forma dindmica, par-
ticularmente en los astrocitos, en
células T regulatorias Foxp3* y en
células de la microglia, lo cual es
consistente con la funcién homeos-
tatica de esta lectina en el pico de la
enfermedad neurodegenerativa des-
mielinizante (Starossom, 2012).

En condiciones normales, las
células de la microglia se encuen-
tran en reposo monitoreando el mi-
croambiente del SNC; sin embargo,
en condiciones inflamatorias (Pono-
marev, 2005) o ante una injuria (Da-
valos, 2005) estas células son activa-
das. Una vez activadas, la microglia
es capaz de contribuir a la repara-
cién o a la patologia del SNC, de-
pendiendo del microambiente que
prevalezca y de su modo de activa-
cién (Streit, 2002; van Loo, 2006;
Kigerl, 2009). Mientras que la mi-
croglia activada clasicamente (MT1)
estaria involucrada en la neurotoxi-
cidad mediada por inflamacion, la
microglia activada alternativamente

(M2) tendria funciones neuroprotec-
toras (Streit, 2002). En este contexto,
observamos que Galectina-1 regula
negativamente la activacion de la
microglia M1 y promueve un feno-
tipo de activacion alternativa de tipo
M2.

Cuando analizamos este feno-
meno in vivo, hallamos que tanto la
transferencia adoptiva intracerebro-
ventricular de astrocitos secretores
de Galectina-1 como la administra-
cién directa de Galectina-1 recom-
binante al inicio de las manifestacio-
nes clinicas de la enfermedad -cuan-
do las células inflamatorias ya han
arribado al SNC- lograron atenuar
significativamente la severidad de
la enfermedad e inhibieron la acti-
vacion de la microglia en la médula
espinal. De esta forma, desentrana-
mos un circuito regulatorio dentro
del SNC a través del cual los astro-
citos contribuyen a la resolucién
de la neuroinflamacién mediante
mecanismos de desactivacion de la
microglia gatillados por Galectina-1
(Figura 4). Estos resultados proponen
que la terapia con Galectina-1 po-
dria ser beneficiosa para disminuir
la respuesta inflamatoria y la neuro-
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Figura 4. Circuito regulatorio mediado por Galectina-1 y glicanos capaz de desactivar la microglia

y controlar procesos neurodegenerativos inducidos por inflamacién.
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patologia afectando no sélo el com-
partimiento periférico (CDs y células
T) sino también al SNC, a través de
las células microgliales.

B CONCLUSIONES Y PERSPECTI-
VAS

Una mejor comprensién de los
mecanismos de activacion, dife-
renciacion y migracion de células
patogénicas responsables de las le-
siones observadas en EM y EAE en
conjuncién con los recientes avan-
ces biotecnolégicos en proteémica
y genémica funcional han permitido
en los Gltimos afios importantes me-
joras en el tratamiento de la enfer-
medad. En particular, se han inver-
tido grandes esfuerzos en el disefio
de tratamientos mas selectivos que
permitan controlar la enfermedad
sin provocar una inmunosupresion
generalizada. Inicialmente, la utili-
zacioén de los diferentes tipos de in-
terferones y el acetato de glatiramer
cambiaron sustancialmente la vision
de esta patologia. Luego, la incorpo-
racion de la mitoxantrona contra las
formas clinicas mas agresivas y, ya
en los Ultimos anos, la llegada del
Natalizumab como primer anticuer-
po monoclonal utilizado en el trata-
miento de la EM, sumaron nuevas
herramientas terapéuticas (Correa-
le, 2011). Sin embargo, todos estos
nuevos farmacos tienen un efecto
parcial y ninguno ha demostrado
efectividad en ciertas formas clini-
cas de la enfermedad como aqué-
llas primarias progresivas (Cohen &
Rudick, 2007). Por lo tanto, es pri-
mordial el disefio racional de nuevas
terapias que permitan inhibir la fun-
cionalidad de células patogénicas
en forma selectiva y en diferentes
etapas de la enfermedad.

En un abordaje desde el mode-
lado molecular hacia la clinica, en
nuestro laboratorio intentamos capi-
talizar la informacién codificada por
el ‘glicoma’ a los fines de disenar

nuevas estrategias terapéuticas basa-
das en la interaccién entre galectinas
y glicanos para el tratamiento de en-
fermedades inflamatorias crénicas y
autoinmunes siendo, en los ultimos
afos, la EM nuestro eje central. A
la luz de los dltimos hallazgos, es
posible anticipar nuevos horizontes
terapéuticos en la enfermedad au-
toinmune desmielinizante, a través
de los cuales la administracién te-
rapéutica de Galectina-1 permitiria
atenuar la severidad de esta enfer-
medad a través de la eliminacién
selectiva de células Th1 y Th17 pato-
génicas y la activacién de circuitos
inmuno-regulatorios tanto a nivel
periférico, mediante la induccién de
CDs tolerogénicas productoras de
IL-27 capaces de amplificar la po-
blacién de células regulatorias Tr1
productoras de IL-10, como a nivel
del SNC a través de la desactivacion
de la microglia por parte de los as-
trocitos.
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NOTA PROVISTA POR EL CONICET

El 98 por ciento de los doctores formados por el CONICET tiene empleo

Seglin un informe dado a conocer
por este organismo cientifico acer-
ca de la insercion de doctores, sélo
un 1 por ciento de estos ex-becarios
no tiene trabajo o no poseen ocu-
pacion declarada y un 10 por ciento
posee remuneraciones inferiores a un
estipendio de una beca doctoral.

Asimismo, proyecta que el 89 por
ciento de los encuestados tiene una
situacion favorable en su actividad
profesional, pero sobre todo asegura
que mas del 98 por ciento de los cien-
tificos salidos del CONICET consigue
trabajo.

Los datos surgidos del estudio
“Andlisis de la insercion laboral de
los ex-becarios Doctorales financia-
dos por CONICET”, realizado por la
Gerencia de Recursos Humanos del
organismo, involucré 934 casos sobre
una poblacién de 6.080 ex-becarios
entre los anos 1998 y el 2011.

Al respecto, en el mismo se con-
sidera que del nimero de ex-becarios
consultados, el 52 por ciento (485 ca-
sos), continGa en el CONICET en la
Carrera del Investigador Cientifico y
Tecnolégico.

De los que no ingresaron en el
organismo pero trabajan en el pais,
sobre 341 casos, el 48 por ciento se
encuentra empleado en universidades
de gestién piblica y un 5 por ciento
en privadas; el 18 por ciento en em-
presas, un 6 por ciento en organismos
de Ciencia y Técnica (CyT), un 12 por
ciento en la gestién publica y el resto
en instituciones y organismos del Es-
tado.

En tanto, en el extranjero, sobre
94 casos, el 90 por ciento trabaja en
universidades, el 7 por ciento en em-
presas y el 2 por ciento es auténomo.

El mismo informe traduce que la
demanda del sector privado sobre la

incorporacion de doctores no es atn
la esperada, pero estd creciendo. La
insercién en el Estado, si se suma a las
universidades nacionales y ministe-
rios, se constituye en el mayor ambito
de actividad.

Frente a ello, a los fines de avanzar
en la insercion en el ambito publico-
privado el CONICET realiza activida-
des politicas de articulacién con otros
organismos de CyT, es decir, universi-
dades, empresas, a través de la Unién
Industrial Argentina (UIA), y en parti-
cular con YPF que requiere personal
altamente capacitado en diferentes
areas de investigacion.

Desde el CONICET se espera que
en la medida que la produccién argen-
tina requiera mds innovacion, crecera
la demanda de doctores. Para cuando
llegue ese momento el pais debera
tener los recursos humanos prepara-
dos para dar respuestas. Es por ello se
piensa en doctores para el pais y no
solamente doctores para el CONICET.

Insercitn laboral de
ex becarios doctorales

1%

04 Casos
Exterios

485 casos
COMICET
Jal casos

Mercado [aboral
argenting

14 casos
Sin trabajo

Total: 934 casos sobre 6,080 ex-becarios
Fuente: Base de datos de REEHH COWICET

Programa +VALOR.DOC

Sumar doctores al desarrollo del
pais

A través de esta iniciativa nacional,
impulsada por el CONICET y organis-
mos del Estado, se amplian las posibili-

dades de insercion laboral de profesio-
nales con formacion doctoral

El programa +VALOR.DOC bajo
el lema “Sumando Doctores al Desa-
rrollo de la Argentina”, busca vincular
los recursos humanos con las necesi-
dades y oportunidades de desarrollo
del pais y fomentar la incorporacion
de doctores a la estructura productiva,
educativa, administrativa y de servi-
cios.

A partir de una base de datos y he-
rramientas informdticas, se aportan re-
cursos humanos altamente calificados
a la industria, los servicios y la gestién
publica. Mediante una pagina Web,
los doctores cargan sus curriculum vi-
tae para que puedan contactarlos por
perfil de formacién y, de esta manera,
generarse los vinculos necesarios.

Con el apoyo del Ministerio de
Ciencia, Tecnologfa e Innovacién Pro-
ductiva, este programa tiene como ob-
jetivo reforzar las capacidades cien-
tifico-tecnoldgicas de las empresas,
potenciar la gestion y complementar
las acciones de vinculacion entre el
sector que promueve el conocimiento
y el productivo.

+VALOR.DOC es una propuesta
interinstitucional que promueve vy fa-
cilita la insercién laboral de doctores
que por sus conocimientos impactan
positivamente en la sociedad.

Para conocer mas sobre el progra-
ma www.masVALORDoc.conicet.gov.
ar.




ENFERMEDAD CELIACA:
una inmunopatologia muy
frecuente pero poco conocida

Palabras clave: enfermedad celiaca, inmunopatologia, intestino delgado, gluten.
Key words: coeliac disease, immunopathology, small intestine, gluten.

La Enfermedad Celiaca (EC) es una enteropatia crénica de base . Fernando G Chird01 y

inmunolédgica, en la que intervienen mecanismos tanto de la

inmunidad innata como adaptativa. La presentacion clinica es Eduardo ,Anf-anz2

altamente variable, desde cuadros gastrointestinales caracteristicos

hasta formas oligo o asintomaticas. La prevalencia de EC es muy ! Laboratorio de Investigacién en el Sistema
elevada (cercana al 1%), sin embargo, se encuentra fuertemente Inmune- LISIN. Departamento de Ciencias Bio-
subdiagnosticada por falta de conocimiento y de estrategias de logicas. Facultad de Ciencias Exactas. Univer-
busqueda adecuadas. Los pacientes no diagnosticados y por lo sidad Nacional de La Plata. La Plata. Argentina.
tanto no tratados tienen consecuencias severas, muchas de ellas fehirdo@biol.unlp.edu.ar
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proteinas produce alteracién histolégica en la mucosa del intestino

delgado y pérdida de la funcién de absorcion de nutrientes. Existen
varias enfermedades fuertemente asociadas a la EC, en particular
aquellas con componentes autoinmunes como diabetes mellitus tipo 1 y artritis reumatoidea. La susceptibilidad a desarrollar
EC esta asociada a la presencia de determinados alelos del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), en particular
HLA-DQ2 y DQ8 los que estan presentes en casi la totalidad de los pacientes. La expansion y activacién de linfocitos T
especificos de péptidos derivados del gluten y la abundante produccion de IFN-y son los elementos mas caracteristicos
de la respuesta adaptativa en la mucosa intestinal. Por otra parte, la inmunidad innata se manifiesta frente a ciertos
péptidos derivados de gliadinas que inducen mecanismos proinflamatorios. Aunque en la actualidad se conocen con
detalle muiltiples aspectos de la patogenia de EC que han permitido una mejora de la deteccién temprana de los pacientes
y la profundizacién en el conocimiento del rol del sistema inmune en la mucosa intestinal, atn existen importantes
desafios para los investigadores. A lo largo de esta revision presentaremos y discutiremos varios de los hallazgos que han
mejorado el diagnéstico de la enfermedad y, consecuentemente, la calidad de vida de los pacientes.

Celiac disease (CD) is a chronic enteropathy induced by the immune system where mechanisms of both innate and
adaptive immunity are involved. The clinical presentation is highly variable, ranging from the characteristic gastrointestinal
syndrome to oligo- or asymptomatic forms. The prevalence of CD is high (close to 1%), though the disease is underdiagnosed
due to lack of knowledge and appropriate case-finding strategies. Undiagnosed patients, and therefore not treated, may
have a higher risk of complications, some of them irreversible, which reduce the quality of life and working ability. In
susceptible individuals, the disease is only developed when a dietary antigen called gluten is ingested (gluten is constituted
by a group of proteins from wheat, barley, rye and oats, generally known as gliadins and gluten). The ingestion of these
proteins leads to the histological lesion in the small bowel mucosa and the loss of absorptive function by the epithelium.
Several diseases associated to CD have been described, particularly those with an autoimmune aetiology, such as diabetes
mellitus type | or rheumatoid arthritis. Susceptibility to develop CD is associated with the presence of discrete alleles of
the major histocompatibility complex (MHC), in particular HLA-DQ2 or DQ8, which are found in almost all CD patients.
The expansion and activation of T cells specific for gluten-derived peptides and the increased production of IFN-y in the
intestinal mucosa are the most characteristic elements of the adaptive response to gluten. On the other hand, innate
immunity is triggered by certain gliadin peptides which induce proinflammatory mechanisms. Although currently many
aspects of the pathogenesis of CD are known, which has allowed a better early detection of patients and contributed to
a deeper understanding of the role of the mucosal immune system, there are still many challenges for researchers. Along
this review, we present and discuss different findings that have improved the diagnosis of the disease and, consequently,
the quality of life of patients.
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B ENFERMEDAD CELIACA. DEFI-
NICIONES Y PRESENTACION CLi-
NICA.

La Enfermedad Celiaca (EC) es
una enteropatia crénica de base in-
munoldgica inducida en individuos
genéticamente susceptibles por un
componente dietario, un grupo de
proteinas de trigo, cebada, centeno
y avena, al que por sus caracteristi-
cas bioquimicas y funcionales se las
denomina gluten (Abadie V. et al.,
2011).

El término celiaco proviene del
griego koiliakos y hace referencia
al abdomen. La EC fue reconocida
como una patologia del tracto diges-
tivo por el médico griego Aretaeus,
aproximadamente hacia el ano 100
de la era cristiana. Sin embargo, la

relacion con la dieta fue establecida
a comienzos de la década de 1950
por el pediatra holandés W. Dicke,
quien propuso la dieta libre de glu-
ten (DLG) como tratamiento. La pre-
sentacion clinica de EC es altamente
variable asi como la edad de apari-
cién de los sintomas. En pediatria,
se observan cominmente signos de
desnutricion, diarrea, retraso de cre-
cimiento que, en conjunto, pueden
conducir a distintos déficit de desa-
rrollo algunos irreversibles. A mayor
edad se puede observar manifes-
taciones digestivas (diarrea, dolor
abdominal, dispepsia, flatulencia,
pirosis, constipacion) y también di-
ferentes manifestaciones extraintes-
tinales y hematolégicas (anemia fe-
rropénica, otras anemias por déficit
de folato o vitamina B12, trombo-
citopenias) que se pueden presentar

en formas oligo o monosintomaticas
(Green PH & Cellier C. 2007; Lewis
NR & Holmes G., 2010). Los signos
son variados, en muchos casos difu-
sos y difieren al evaluar poblacién
pediatrica y adulta. Por esta razén,
el grado de conocimiento y alerta de
los profesionales de la salud debe
ser elevado para permitir la detec-
cién de EC cuando ésta no tiene una
manifestacion evidente.

Hay un conjunto de enfermeda-
des, muchas de ellas autoinmunes,
que estan fuertemente asociadas a la
EC por lo que es posible encontrar
dichas patologias en forma conco-
mitante en pacientes celfacos. En-
tre estas patologias se encuentran
la diabetes mellitus tipo I, la artritis
reumatoidea y la tiroiditis autoinmu-
ne (Meresse B. et al., 2012). Otros

Tabla 1. Presentacion Clinica

Dolores abdominales

Grupo de | Sintomas Signos
Edad
Ninos Diarrea crénica Malnutricién

Distension abdominal

Alteraciones menstruales
Cefaleas
Artralgias

Vomitos Retraso pondero-estatural
Anorexia Hipotrofia muscular
Apatia Ferropenia
Mal humor Hipoproteinemia
Aftas recurrentes, defectos
dentales
Adolescentes | Oligosintomaticos Talla baja
y Pre- Dolor abdominal Ferropenia
adolescentes Diarrea, constipacion Debilidad muscular
Retraso desarrollo puberal Osteopenia

Adultos

Sintomas digestivos inespecificos:
(dispepsia, diarrea, vémitos,
constipacion)

Pérdida de peso

Sintomatologia osteo-muscular.
Infertilidad, aborto recurrente
Alteraciones neuroldgicas:
(Parestesias, Tetania, Ataxia, Epilepsia)
Alteraciones psiquidtricas:
(depresion, irritabilidad, astenia)

Malnutricion
Ferropenia
Hipoalbuminemia
Alteraciones en la
coagulacion

Déficits vitaminicos
Hipertransaminasemia
Neuropatia periférica
Miopatias
Hipoesplenismo

Aftas bucales
Osteoporosis y osteopenia
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casos de asociacién con la EC se
observan en el Sindrome de Down
y en pacientes con una inmunodefi-
ciencia primaria denominada déficit
selectivo de IgA. En conjunto, todas
estas patologias presentan una aso-
ciacion entre el 1y 5%, respectiva-
mente. Es decir, ambas patologias se
presentan en forma conjunta en una
frecuencia mayor que la que se en-
contraria si fueran independientes.
Este conocimiento es relevante tanto
para la etapa diagndstica como en el
tratamiento.

Debido al rol de los alelos de
HLA y la contribucién de varios
genes (ver mas adelante) existe un
fuerte impacto en la susceptibilidad
cuando se consideran los familiares
de primer grado de un paciente ce-
Ifaco. Se estima que el 10% de los
parientes de primer grado de un pa-
ciente celiaco presentan EC lo que
constituye también un elemento de
relevancia en el diagndstico.

Las formas mas cldsicas de EC se
presentan, como hemos menciona-
do, con diferentes signos clinicos,
serologia positiva y alteraciones his-
toldgicas en la mucosa intestinal. Sin
embargo, también se observan otras
situaciones que dificultan tomar una
decisién diagnéstica. En ciertos ca-
sos, definidos como la EC silente, se
encuentran pacientes con serologia
positiva y alteraciones histologicas
caracteristicas pero que no presen-
tan sintomas. Mientras que en otros,
condicién denominada EC latente o
potencial, se observa serologia posi-
tiva con histologia normal, aunque
también puede encontrarse infil-
trado linfocitario y, especialmente,
incremento en el ndmero de linfo-
citos intraepiteliales (Ferguson et al.
1993, Arranz et al. 1994).

Tabla 2. Enfermedades y Condiciones Asociadas a Enfermedad Celiaca

Enfermedades de base
inmunolégica

Trastornos neuroldgicos y
psiquiatricos

Diabetes tipo |

Encefalopatia progresiva

Artritis reumatoidea

Sindromes cerebelosos

Tiroiditis autoinmune

Demencia con atrofia cerebral

Déficit selectivo de IgA

Leucoencefalopatia

Enfermedad de Addison

Epilepsia y calcificaciones
cerebrales

Enfermedad inflamatoria
Intestinal

Otros asociaciones

Sindrome de Sjogren

Sindrome de Down

Lupus eritematoso sistémico

Sindrome de Williams

Hepatitis autoimmune

Cistinuria

Nefropatia por IgA

Sindrome de Turner

Cirrosis biliar primaria

Enfermedad de Hartnup

Psoriasis, vitiligo y alopecia areata

Colitis microscépica

B PREVALENCIAY PROTOCOLOS
PARA EL DIAGNOSTICO DE LA EC

La EC es una de las patologias
de base inmunolégica de mayor fre-
cuencia. La prevalencia estimada de
EC en poblacién general es del 1%.
Los estudios de prevalencia mas ex-
tensos han sido realizados en paises
europeos y aunque se dispone de
menos informacién en otras regio-
nes, en todos los casos la estimacion
general es similar. Un hallazgo co-
muan en estos estudios, en especial
aquellos que evaltan la poblacién
adulta, es el alto nimero de pacien-
tes oligosintomaticos o asintomati-
cos (Rampertab SD et al, 2006; Ca-
tassi C et al. 2007). El dnico estudio
realizado con el objetivo de evaluar
la prevalencia de EC en poblacién
adulta en Argentina fue realizado en
la ciudad de La Plata (Gomez JC, et
al. 2001, 2002). Allf se encontrd una
prevalencia de 1:144, siendo asin-
tomaticos el 70% de los pacientes
celfacos detectados.

El protocolo para el diagnéstico
de EC consiste en la evaluacion cli-
nica, determinacion de los niveles
séricos de anticuerpos especificos y
evaluacion histoldgica de piezas de
biopsias de intestino delgado. Sélo
una vez completada la etapa del
diagnéstico de EC se indica la dieta
libre de gluten. La remision clinica
en respuesta a la dieta de exclusién
de gluten es considerada un elemen-
to de confirmacién del diagnéstico
de EC.

Aunque la EC es una patologia
de alta prevalencia se encuentra
fuertemente subdiagnosticada. Esto
es consecuencia de su presentacion
altamente variable siendo muy co-
mun las formas oligo o asintomati-
cas. Por lo tanto, la sospecha de EC a
partir de signos del propio paciente
es, en muchos casos, baja. En gene-
ral, la deteccién de EC en pacientes
asintomaticos se logra mediante es-
trategias de busqueda a partir de la
familiaridad de un primer caso o por
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técnicas de “screening” poblacional
abierto u orientado, por ejemplo, a
patologias asociadas.

Como mencionamos, la preva-
lencia de EC en la poblacién general
es del 1%. Sin embargo, si se estu-
dian aquellos individuos que asisten
a consulta médica o derivados a en-
doscopia por sintomas que, en prin-
cipio, no fueron relacionados con
EC, la prevalencia estimada podria
ser mayor. Esta observacion destaca
la importancia de la observacién en-
doscépica y de mantener un eleva-
do grado de alerta en la deteccién
de EC en aquellas formas oligosinto-
maticas no clasicas.

Aunque no existe un consenso
internacional sobre un protocolo
diagnéstico, comdnmente la secuen-
cia en la evaluacion de EC consiste
en realizar los estudios de serologia
en aquellos pacientes con sospecha
clinica y la toma de biopsias de in-
testino en aquellos con serologia
positiva. Como veremos luego, exis-
ten otros estudios que brindan infor-
macién complementaria de utilidad
principalmente en aquellos casos
con dificil resolucién. Cabe recordar
que aun cuando la eficiencia analiti-
ca de los ensayos de serologia se ha
incrementado sustancialmente, los
hallazgos histolégicos son los que
definen el diagnostico de EC.

- Evaluacién Histoldgica. El
diagnéstico de confirmacion de EC
requiere el analisis histolégico de
secciones de biopsias de intestino
delgado. Durante la videoendosco-
pia para la toma de la biopsia, la
visualizacién de signos en el intesti-
no delgado proximal como pliegues
festoneados, fisuras, patrén en mo-
saico, patrén nodular, disminucién
del nimero vy altura de los pliegues
o vasos visibles son sugestivos de la
presencia de EC (Ravelli AM. et al
2001; Brocchi E. et al. 2002).

Siendo el intestino delgado proxi-
mal la regién afectada en la EC, las
piezas de biopsias son tomadas de
bulbo y de segunda porcién. En ge-
neral, se toman tres piezas de biop-
sia para el examen histolégico ya
que es comin observar diferencias
relevantes entre las distintas regio-
nes. El hallazgo de alteraciones en
la estructura histologica reflejadas
como reduccion de la altura de las
vellosidades, aumento de la profun-
didad de criptas, infiltrado linfocita-
rio en lamina propria y aumento del
ntmero de linfocitos intraepiteliales,
caracterizan las observaciones mas
comunes en EC activa (Marsh MN.,
1992; Oberhuber G. et al. 1999). Es-
tos hallazgos indican sin duda una
enteropatia severa (en muchos casos,
denominada atrofia total o parcial).
Sin embargo, la mayor complejidad
en cuanto a la interpretacion de la
histologia se encuentra en aquellos
casos donde se observan alteracio-
nes menores o s6lo alguno de los
rasgos mencionados. En estos casos,
se requiere una ponderacion de las
alteraciones observadas en conjunto
con otros elementos diagnésticos o
considerar una reevaluacion poste-
rior del paciente.

- Estudios serolégicos. El curso
del protocolo diagnéstico a partir
de la sospecha clinica, familiaridad
o la presencia de enfermedades
asociadas conduce, por lo general,
a los estudios serolégicos. Desde la
década del 70 se realizan estudios
de busqueda de marcadores (an-
ticuerpos) en sangre periférica. Se
emplearon técnicas de ELISA para
la deteccién de anticuerpos anti-
gliadinas o de inmunofluorescencia
indirecta para los anticuerpos anti-
endomisio. La utilidad particular de
la determinacién de los anticuerpos
anti-endomisio se basa en su altisi-
ma especificidad. Nuevos desarro-
llos han generado métodos comer-
ciales que evaldan la presencia de
anticuerpos anti-gliadinas deamida-

das y anticuerpos anti-transglutami-
nasa 2 (TG2). Estos nuevos ensayos
tienen eficiencias paramétricas muy
superiores y permiten una mejora
significativa en la capacidad efectiva
de deteccién de EC (Vermeersch P.
etal., 2012).

En la actualidad, los estudios
serolégicos consisten en la deter-
minacién de anticuerpos: anti-TG2,
anti-endomisio y anti-gliadinas dea-
midadas. No existe un consenso so-
bre una estrategia de aplicacion de
estos ensayos. Dependiendo de la
accesibilidad de cada método u or-
ganizacién de cada centro de salud,
los ensayos pueden realizarse en
una sola etapa o en forma secuen-
cial. A su vez, deben determinarse
los niveles de IgA sérica con el fin de
evitar los resultados falsos negativos
en los pacientes con déficit selectivo
de IgA (condicién asociada a la EC).

- Estudios complementarios. Con
diferente grado de aplicabilidad se
ha propuesto la determinacién de
los alelos de susceptibilidad de HLA
(DQ2/DQ8) y la determinacién de
los depdsitos de IgA anti-TG2/TG2
en la mucosa intestinal.

Mencionamos que los alelos de
susceptibilidad contribuyen signifi-
cativamente al riesgo de EC. Casi la
totalidad de los pacientes celfacos
expresan HLA-DQ2 (DQA*0501,
DQB*0201) o DQ8 (DQA*0301,
DQB*0301) siendo ésta la patolo-
gia con indice de riesgo relativo mas
elevado. La deteccién de estos ale-
los se realiza mediante ensayos de
amplificacién especifica por PCR a
partir de ADN obtenido de células
de sangre periférica y posterior ana-
lisis del producto obtenido mediante
distintas técnicas. La determinacién
de los alelos DQ2/DQ8 es de uti-
lidad ya que en los casos positivos
refuerza el diagnostico de la ECy en
los casos negativos, donde tiene un
elevado impacto por su valor predic-
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tivo negativo, es un fuerte indicador
para la exclusién de EC (Sollid LM.
and Lie BA. 2005; Piccini B., et al
2012).

Aunque la determinacién de
HLA es, sin duda, un elemento com-
plementario muy importante en el
diagndstico de EC, su aplicabilidad
se ve limitada por aspectos logisti-
cos (requerimiento de equipamiento
especial no disponible ain en las
Unidades de Salud en forma exten-
dida) y por su elevado costo.

Ademads del andlisis histolégico
convencional se han realizado en-
sayos por inmunohistoquimica para
identificar linfocitos T CD3*. De
esta manera, es sencillo evidenciar
el infiltrado linfocitario en la lami-
na propria y en el compartimiento
intraepitelial en los casos donde la
alteracion histologica es muy leve.
Sin embargo, una prueba de inmu-
nohistoquimica que parece tener
una elevada eficiencia predictiva
positiva es la colocalizacion de TG2
y anticuerpos de clase IgA. Estos lla-
mados depdsitos de inmunocomple-
jos IgA anti-TG2/TG2 son altamente
selectivos de EC y pueden ser muy
atiles como prueba complementaria
en el diagnéstico.

El diagnéstico temprano de EC y
su correspondiente tratamiento (in-
troduccion de una dieta estricta libre
de gluten) evita el desarrollo de tras-
tornos metabdlicos y nutricionales,
mejora la calidad de vida, y reduce
las complicaciones a largo plazo.
Las situaciones donde la dieta no
genera un cambio favorable son ver-
daderamente escasas y consecuen-
cia, generalmente, de la presencia
de neoplasias (la mas cominmente
encontrada es el linfoma T asociado
a intestino).

B MECANISMOS DE PATOGENIA
DE LA EC

En la mucosa intestinal se desa-
rrollan dos tipos de respuesta inmu-
ne que estan estrechamente vincu-
lados. La fase crénica se caracteriza
por la presencia de linfocitos T CD4*
que producen IFN-g, citoquina res-
ponsable de gran parte de los me-
canismos de dano en la mucosa.
Estos linfocitos Th1 son especificos
de péptidos derivados de gluten pre-
sentados por células dendriticas en
las moléculas HLA-DQ2 o DQ8. Por
otro lado, existen otros péptidos de-
rivados de gluten, como el p31-43,
que inducen mecanismos proinfla-
matorios independientes de células
T que, entre otros efectos, alteran la

unién estrecha entre enterocitos y
generan aumento en la permeabili-
dad intestinal.

Caracteristicas de las proteinas de
los cereales toxicos

Debido a las propiedades bio-
quimicas de sus proteinas el trigo es
el cereal mas ampliamente usado en
la alimentacion humana. El amasa-
do conduce a la formacién de una
estructura viscoeldstica que atrapa
gas, denominada gluten, generada
por el entrecruzamiento covalente
mediante puentes disulfuro entre
gliadinas y gluteninas. La masa ob-
tenida es la base de gran parte de
nuestra alimentacion siendo em-
pleada también en el desarrollo de
productos altamente tecnificados
con el fin de lograr ciertas caracte-
risticas de calidad.

Los cereales toxicos: trigo (Triti-
cum aestivum L.), cebada (Hordeum
vulgare L.) y centeno (Secale cereale
L.) estan evolutivamente relaciona-
dos, pertenecen a la tribu Triticeae
y presentan grupos de proteinas con
alta homologia asi como propieda-
des fisicoquimicas similares. La ave-
na en cambio, si bien se encuentra
en la misma subfamilia, pertenece a
la tribu Aveneae y presenta algunas

Familia Gramineae
4-—__-__*-. l — —
Subfamilia Pooideae Bambusocideas Panicoideae
~ ' rd N
Tribu Triticeae Aveneae Oryzeae Andropogoneae Paniceae
i \

SN \ | LN }
Género Triticum  Secale Hordeum Avena Oriza Zea Sorghum Penmisetum

v ‘ v + ' ' .
Hombre trigo  centeno cebada avena arroz maiz S0Mgo mijo

Figura 1. Esquema de la relacion taxonémica entre distintas especies vegetales.
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caracteristicas diferentes (Figura 1)
(Shewry PR and Halford NG., 2002).

La mayor parte del conocimien-
to actual de la patogenia de EC se
obtuvo mediante el analisis de las
caracteristicas bioquimicas, inmu-
nogénicas e inductoras de dano de
las proteinas de trigo.

Las proteinas del endosperma
del grano de trigo constituyen una
mezcla compleja y fueron clasifi-
cadas originalmente por Osborne
T.B. (1924) en cuatro fracciones de
acuerdo a su solubilidad en: agua
(albdminas), soluciones salinas (glo-
bulinas), solventes alcohélicos como
el etanol 70% (gliadinas) y s6lo solu-
bles en condiciones mas enérgicas
tales como 4cidos, bases, agentes
reductores y detergentes, urea, etc
(gluteninas).

Dado su alto contenido en los
aminodcidos prolina y glutamina,
las gliadinas y gluteninas reciben la
denominacién de prolaminas. Estas
son sintetizadas y depositadas en el
endosperma del grano y constituyen

la fuente primaria de nitrégeno que
se utilizara para la posterior sintesis
de proteinas durante la germina-
cién. Por su movilidad a pH éacido,
las gliadinas han sido clasificadas
en a-, b-, g- y w-gliadinas. En forma
equivalente también se ha empleado
esta clasificacion para las proteinas
de cebada y centeno (Shewry PR
and Halford NG., 2002).

Las prolaminas presentan un
elevado polimorfismo y alta homo-
logia debido a extensas regiones de
secuencias repetitivas (de 4 a 9 ami-
noacidos de longitud que incluyen a
prolinas y glutaminas). Las regiones
repetitivas, asi como secuencias de
alta homologia, generan una ele-
vada reactividad cruzada entre las
distintas prolaminas de un cereal y
entre cereales. Estas caracteristicas
dificultan los estudios inmunoqui-
micos y la evaluacién de su toxici-
dad.

Con el fin de conocer los meca-
nismos de patogenia de EC se usa-
ron distintas fuentes de gliadinas.
Las mas empleadas han sido fraccio-

nes proteicas complejas de gliadinas
comerciales, digestos enzimaticos
obtenidos de gliadinas tratadas con
enzimas digestivas como pepsina y
tripsina y péptidos sintéticos.

Bases moleculares de la toxicidad

de las prolaminas.

Como se ha mencionado, la EC
es causada por una respuesta in-
mune inapropiada frente a péptidos
derivados de la degradacién proteo-
litica del gluten en el lumen intes-
tinal. Tanto las vias efectoras de la
inmunidad innata como adaptativa
de la mucosa intestinal tienen un rol
determinante en el establecimiento
de la lesion. Los mecanismos des-
encadenados dependen del péptido
en estudio ya que, claramente, pép-
tidos como el 33 mer (p57-89) son
inductores de una respuesta adapta-
tiva mientras que el p31-43 produce
una respuesta innata. En la Figura 2
se muestran las secuencias de algu-
nos péptidos que inducen dano a la
mucosa intestinal (Qiao SW. et al,
2012).

A

33mer

p31-43 LGQQQPFPPQQPY
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF
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DQ2 c-gliadina

c-gliadina

c-gliadina
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Figura 2. Secuencias de péptidos inductores de respuesta inmune innata y adaptativa. A. Secuencias de los frag-
mentos p31-43 y 33mer. (c6digo de aminoacidos de una letra). B. Secuencias de algunos péptidos derivados de
gliadinas y gluteninas que se unen a HLA-DQ2 y DQ8. Se muestran las secuencias de los péptidos alineados
(nimeros de 1-9) de acuerdo a las posiciones de unién en el hueco de presentacion de la molécula de HLA.
En resaltado, se indica un cambio en aminoacido de Q glutamina por E 4cido glutdmico por actividad de TG2.




Enfermedad Celiaca

63

Prolaminas inductoras de respuesta

innata.

La incubacion de péptidos de
gliadinas ex vivo con piezas de
biopsias de intestino delgado pro-
duce una rapida respuesta eviden-
ciada por el aumento de permeabi-
lidad (disminucion de la resistencia
eléctrica) en el epitelio y liberacion
de mediadores proinflamatorios. La
produccion de mediadores infla-
matorios inducidos por péptidos de
gliadinas se evidencié también en
sistemas in vitro donde se observo
activacion de la via de sefializacién
de NFkB y la amplificacion de otras
vias de senalizacién, reclutamiento
y activacion celular.

El p31-43 ha sido el péptido mas
utilizado para modelar la partici-
pacién de la respuesta innata en la
patogenia de EC. Se ha observado
que p31-43 modifica el trafico de
vesiculas, permanece en el reticulo
endoplasmico sin degradacion, pro-
duce estrés celular, aumento de in-
termediarios reactivos del oxigeno y
apoptosis (Giovannini C., et al 2003;
Barone MV., et al, 2007, 2011; Lu-
ciani A., et al, 2010). Este péptido
induce también la expresion de IL-
15 citoquina que, entre otras funcio-
nes, tiene dos efectos: es un fuerte
inductor de la expresién de MICA en
enterocitos y potencia la actividad
citotoxica de los linfocitos intraepi-
teliales que expresan NKG2D. MICA
es una molécula que se expresa en
niveles muy bajos en tejidos norma-
les pero que como consecuencia de
diferentes situaciones patolégicas se
expresa en altos niveles en superficie
celular. Alli funciona como un indi-
cador de estrés dado que es recono-
cida por un receptor denominado
NKG2D que se expresa en diferen-
tes células citotoxicas (células NK,
linfocitos T CD8 vy linfocitos T v8). En
conjunto, estos eventos determinan
un incremento de la apoptosis de los
enterocitos, lo que contribuye a la

atrofia de vellosidades caracteristica
de los pacientes con enfermedad ac-
tiva (Hue S. et al., 2004; Meresse et
al., 2004).

Pasaje diferencial de péptidos de
gliadinas.

Por su elevado contenido de pro-
linas, el gluten es muy resistente a
la accién de las enzimas digestivas
y, por lo tanto, en el lumen intesti-
nal existen fragmentos residuales de
gran tamano. El caso mas ilustrativo
es el fragmento 33mer de a-gliadinas
que permanece intacto aiin después
de una extensa incubacién con en-
zimas gastricas, pancredticas y del
ribete en cepillo.

Estos fragmentos no digeridos tie-
nen una accion directa sobre el epi-
telio provocando, por ejemplo, una
disminucién de la resistencia eléctri-
ca y, por consiguiente, aumento de
permeabilidad. En este mecanismo
puede participar, entre otros media-
dores, el IFN-y, citoquina que afecta
la integridad de la unién estrecha y
contribuye a incrementar el pasa-
je paracelular (Schumann M et al.,
2008). La traslocacién transepitelial
de péptidos de gliadinas se encuen-
tra incrementada en la EC activa y se
normaliza luego de la introduccién
de la dieta libre de gluten. Es llama-
tivo que los péptidos de gliadinas
son transportados en forma intacta
en biopsias duodenales de pacien-
tes celiacos mientras que sufren una
fuerte degradacion en piezas de in-
dividuos control. Este transporte efi-
ciente depende del receptor CD71
que es sobreexpresado en la superfi-
cie apical de enterocitos en EC activa
y acta de mediador en el transporte
de complejos IgA-gliadinas. Estos
complejos son transportados intra-
celularmente en forma protegida de
la degradacion y descargados en la
lamina propria contribuyendo a la
respuesta inflamatoria en la muco-
sa (Matysiak-Budnik T. et al., 2003,

2008; Heyman M. et al., 2012).

Células dendriticas y macréfagos en
mucosa intestinal en EC activa.

Como mencionamos, los pépti-
dos derivados de gluten son resis-
tentes a la degradacion proteolitica
en el lumen intestinal y muchos de
ellos son transportados a través del
epitelio en forma intacta. Una vez
en la lamina propria, estos péptidos
son procesados y presentados en
moléculas de HLA clase Il en célu-
las presentadoras de antigeno para
inducir activacién especifica de lin-
focitos T CD4*. En este sentido, se ha
demostrado que las células dendriti-
cas HLA-DQ2* aisladas de la lami-
na propria de biopsias de intestino
delgado de pacientes celiacos pre-
sentan péptidos derivados de gluten
en moléculas de HLA de clase Il e
inducen la proliferacién antigeno-
especifica de clones T obtenidos de
mucosa intestinal de pacientes ce-
lfacos. Tanto las células dendriticas
como macréfagos pueden actuar
como células presentadoras de an-
tigeno DQ2* en la lamina propria
del intestino delgado (Raki M. et al.,
2006). Hallazgos recientes muestran
la participacién de diferentes pobla-
ciones de células dendriticas y ma-
crofagos en EC activa que poseen
diferentes actividades regulatorias
y proinflamatorias (Beitnes A et al.,
2011, 2012). Es posible que alguna
de estas células colabore también
en la amplificacién de linfocitos T
CD4* del perfil Th17. En especial, se
ha observado incremento de IL-21
a nivel de mensajero en mucosa in-
testinal celiaca. A su vez, linfocitos
T especificos de péptidos de gluten
aislados de mucosa intestinal en EC
activa producen IL-21. Estas células
pueden contribuir, conjuntamente
con los linfocitos Th1, a la perpe-
tuacién y cronicidad de la lesién en
la mucosa intestinal (Bodd M et al.,
2010; Meresse B et al., 2012).
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Rol de Transglutaminasa 2 en la pa-
togenia.

La transglutaminasa 2 (TG2) per-
tenece a una familia de enzimas que
catalizan la formacién de uniones
covalentes entre grupos amino de
lisina y amido de glutamina activi-
dad que requiere la presencia del
ion Ca**. Primero identificada como
el principal autoantigeno detectado
en la prueba de anticuerpos anti-en-
domisio y nuevo antigeno para sero-
logia por ELISA, TG2 adquirié luego
mayor relevancia cuando se demos-
tr6 su rol en la patogenia de la EC.
TG2 tiene un sitio activo que pro-
duce entrecruzamiento por uniones
covalentes entre cadenas peptidicas
pero también deamidacién selectiva
de glutaminas (Arentz-Hansen et al.,
2000; Fesus L. and Piacentini M.,
2002). La mayor parte de la activi-
dad de deamidacion producida por
TG2 ocurre en el espacio extracelu-
lar. Sin embargo, en condiciones ba-
sales, en el espacio extracelular TG2
esta inactiva y s6lo bajo condiciones
inflamatorias se produce un cambio
hacia la forma enzimdticamente ac-
tiva (Skovbjerg H. et al., 2008; Siegel
M. et al., 2008). Este evento estable-
ce una vinculacién directa entre el
proceso inflamatorio y la generacién
de la respuesta T especifica de pépti-
dos de gluten.

Diferencias funcionales de la pre-

sentacion de los péptidos de gliadi-
nas en las moléculas de HLA-DQ2/

DQ8.

Uno de los avances mas impor-
tantes en la comprensiéon de los
mecanismos de patogenia de las
enfermedades autoinmunes fue el
aislamiento de linfocitos T de tejidos
donde se desarrolla el proceso au-
torreactivo. Uno de los primeros ca-
sos fue el establecimiento de lineas
T de mucosa intestinal de pacientes
celiacos (Lundin KE., et al. 1993).
La caracterizacién de la reactividad

de estos linfocitos T restringidos a
los alelos de susceptibilidad permi-
tié la identificacion de los epitopes
T en las secuencias de a-gliadinas,
y-gliadinas, w-gliadinas y gluteninas
(Figura 2) (Molberg O et al., 1997;
van de Wal Y. et al 1998). Las molé-
culas HLA-DQ2 y DQ8 tienen pre-
ferencia por aminoacidos cargados
negativamente en ciertas posiciones
de anclaje. Estas cargas son gene-
radas por deamidacion especifica
(conversién de residuos de glutami-
nas en acido glutdmico) por activi-
dad de la enzima TG2 (Shan L. et al,
2002).

Debido a su especial capaci-
dad de acomodar péptidos ricos
en prolina y su preferencia por re-
siduos con carga negativa (gluta-
mato) como residuo de posicion de
anclaje, la molécula HLA-DQ2 es
excepcionalmente adecuada para
unir péptidos con alto contenido de
prolina y glutamina producidos por
digestion luminal y deamidacién
por TG2. Aunque HLA-DQ8 com-
parte algunas de estas propiedades,
presenta diferentes caracteristicas de
unién, con menores constantes de
asociacion y confiere un menor ries-
go relativo.

Las caracteristicas de union de
los péptidos derivados de gluten a
las moléculas HLA-DQ2 o DQ8 de-
terminan una presentaciéon antigé-
nica eficiente que permite la forma-
cién de una sinapsis inmunolégica
entre las células presentadoras de
antigeno y los linfocitos T y, conse-
cuentemente, la activacion de éstos.
En el caso particular de la EC, la pre-
sentacion de péptidos derivados de
gluten por células dendriticas deter-
mina la activacién y diferenciacién
de linfocitos T CD4 hacia un perfil
Th1, proceso que ocurre en los gan-
glios mesentéricos y se acompana
de la induccién de marcadores de
direccionamiento (“homing”) a in-
testino. Luego de alcanzar este si-

tio, los linfocitos Th1 (como células
efectoras productoras de citoquinas
proinflamatorias) recirculan y se
localizan en lamina propria del in-
testino delgado. Ante la ingesta de
proteinas de trigo, estos linfocitos
Th1 seran activados especificamen-
te por células presentadoras de an-
tigeno locales (células dendriticas y
macroéfagos) y produciran grandes
cantidades de diversas citoquinas
inflamatorias entre la que se desta-
ca el interferén (IFN)-y. En su con-
junto, estos eventos llevan al dano
de la mucosa intestinal debido a la
magnitud de dicha respuesta infla-
matoria.

B HLA COMO FACTOR DE SUS-
CEPTIBILIDAD

En la poblacién europea, casi
el 95% de los pacientes celiacos
expresan HLA-DQ2, molécula que
puede ser generada a partir de dos
conformaciones cromosémicas, ya
sea en cis en el haplotipo DR3/DQ2
o bien en trans en individuos DR5/
DR?7 (Figura 3). Los estudios genéti-
cos muestran que la mayoria de los
pacientes celfacos son HLA-DQ2:
DQAT1*0501, DQB1*0201 (varian-
te codificada como DQ2.5) o DQ8:
DQA1*03, DQB1*0302. Entre los
pacientes que no expresan esos ale-
los se encuentran algunos que ex-
presan DQAT1*0201, DQB1*0202
(variante codificada como DQ2.2).
Las tres moléculas de clase Il pue-
den presentar péptidos de gliadinas
en ensayos de estimulacion especi-
fica de linfocitos T. Entre las varian-
tes de DQ2 se observa que DQ2.5
esta fuertemente asociada a EC vy
también a otras enfermedades au-
toimmunes. En cambio DQ2.2 tiene
un menor riesgo asociado a EC y no
se ha descripto asociacién con otras
patologias autoinmunes (Jabri B. and
Sollid L., 2009).
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Figura 3. Conformacion de las moléculas de susceptibilidad HLA-DQ2/DQ8 de acuerdo a la

constitucién haplotipica.

B GENES ASOCIADOS A EC

La EC tiene un origen multigéni-
co. Casi la totalidad de la poblacién
celfaca expresa uno u otro de los
alelos HLA-DQ2/DQ8 aunque estos
alelos contribuyen sélo en 35% al
riesgo genético de susceptibilidad.
Por ello, deben existir otros factores
genéticos implicados. Estudios de
asociacion genética (GWAS; Geno-
me Wide Association Studies) per-
mitieron describir 26 regiones geno-
micas con asociaciéon a EC (Dubois
et al., 2010; Trynka G., et al 2011;
AbadieV et al., 2011).

En los casos donde se pudieron
definir genes con funciones conoci-
das se encontraron genes asociados
con procesos inflamatorios e induc-
cién de apoptosis, entre otros (Mon-
suur AJ., et al. 2005; Van Heel D.,
2007; Castellanos-Rubio A. et al.,,
2009). Estos genes pueden participar
en innumerables procesos biolégi-
cos en la mucosa intestinal (Tabla 3).

La contribucién individual de
cada gen es muy baja y la compleji-
dad de la patogenia hace dificil es-
tablecer el impacto de cada uno. Sin
embargo, aun realizando un com-
plejo analisis genético es claro que

otros factores externos, entre los que
se han considerado a las infecciones
entéricas, serian determinantes en el
desencadenamiento de la enferme-
dad (Abadie V. et al. 2011; Meresse
B et al., 2012).

B MODELOS ANIMALES EN EL ES-
TUDIO DE EC

En muchas enfermedades, en
particular en las que el sistema in-
mune esta involucrado, el empleo
de modelos animales ha permitido
una sustancial contribucién al cono-
cimiento de los mecanismos de pa-
togenia. Para el estudio de EC se han

Tabla 3. Genes (no HLA) asociados a Enfermedad Celiaca y su posible rol funcional en la patogenia

Vias involucradas

Genes asociados

Desarrollo  de linfocitos T

diferenciacion)

(maduracion/

THEMIS, RUNX3, ETST, TNFRSF14

Maduracién y diferenciacion de linfocitos Th1

IL-2, IL-21, IL-12A, IL-23R, IL-18R1/IL-18RAP

Vias de senalizacion en células del sistema inmune

CTLA4, SH2B3,

ICOSLG, RGS1,
TNFRSF4/9/14, superfamilia de quimoquinas y
receptores (CCR), SOCS1

superfamilia

Inmunidad innata: Respuesta a la infeccién (virus)

TLR7, TLR8, IRF4, BACH2

Inmunidad innata: sefalizacion de la via NFkB

REL, TNFAIP3, TNFRSF9
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propuesto complejos modelos expe-
rimentales que se basan en el em-
pleo de animales modificados gené-
ticamente. Sin embargo, en ningin
caso se pudo reproducir comple-
tamente la patologia observada en
intestino delgado humano (Marietta
EV et al.,, 2012). Por ejemplo, en
animales transgénicos que expresan
las moléculas humanas CD4 y HLA-
DQ?2, luego de ser desafiados con
gliadinas, se encontraron linfocitos
T CD4* especificos en lamina pro-
pria pero no se observé enteropatia
(deKauwe A et al., 2009). En un sis-
tema mas complejo, De Paolo R. et
al. (2011) mostraron que la adminis-
tracion de acido retinoico en anima-
les transgénicos que sobreexpresan
IL-15 en mucosa intestinal produce
una severa desregulacion con fuerte
produccion de IFNy y aumento del
nimero de linfocitos intraepitelia-
les. En este modelo, las citoquinas
IL-12 e IL-23 serian determinantes
en el mecanismo desencadenado.
Sin embargo, no se observaron sig-
nos claros de alteracion histolégica.
Estos resultados evidencian la com-
plejidad de los componentes que
participan en la mucosa intestinal
humana para el desarrollo de EC.

B SENSIBILIDAD AL GLUTEN

Hasta ahora hemos descripto a
EC como una patologia producida
como respuesta inmune al gluten en
individuos genéticamente suscep-
tibles. Sin embargo, en los dltimos
afos se ha observado una condicién
muy frecuente donde los pacientes
presentan signos variados y difusos
de alteracién gastrointestinal (como
dolor abdominal, motilidad altera-
da, incremento de permeabilidad),
sin serologia de EC ni alteracion his-
tolégica en la mucosa intestinal. Los
pacientes responden favorablemen-
te a la dieta de exclusién de gluten.
Esta condicion, denominada Sensi-
bilidad al gluten no-celiaca, genera
un desafio en el descubrimiento de

los factores que la desencadenan y
en su diagnostico definitivo (Tronco-
ne R and Jabri B., 2011).

B CONCLUSIONES

La enfermedad celiaca es una
enteropatia crénica donde partici-
pan complejos mecanismos de la
respuesta inmune innata y adaptati-
va. Aunque es una enfermedad que
tiene elevada prevalencia, la pre-
sentacion clinica variable y la falta
de bisqueda adecuada, generan un
alto nivel de subdiagnéstico. En este
sentido, los avances en el desarrollo
de nuevos ensayos de serologia, con
mayor sensibilidad y especificidad,
han permitido revelar la verdadera
prevalencia de la enfermedad (con
un aumento relevante en el nimero
de casos con clinica atipica o formas
asintomaticas). El diagnéstico tem-
prano y el seguimiento de una dieta
estricta libre de gluten normalizan la
fisiologia de la mucosa intestinal y
reduce significativamente las com-
plicaciones observadas en aquellos
pacientes sin tratamiento.

Las investigaciones en curso se
orientan a definir otros factores am-
bientales (como lactancia y edad de
introducciéon del gluten, infeccio-
nes, cambios en la microbiota, etc.)
que podrian ser determinantes en
el inicio de la patologia. A su vez,
nuevos estudios buscan identifi-
car factores genéticos asociados, y
cémo éstos pueden condicionar el
inicio o la forma de la presentacion
clinica. Aunque el conocimiento de
la patogenia es muy profundo, exis-
ten aspectos criticos que aun no se
han esclarecido completamente. No
obstante, la informacién acumulada
seguramente sera de utilidad para
proponer estrategias terapéuticas al-
ternativas.
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SISTEMA INMUNEY DANO
POR INFLAMACION

Palabras clave: inflamacion proteasas inhibidores de serino-proteasas.
Key words: inflammation proteases serine protease inhibitors.

La inflamacién es una de las consecuencias mas relevantes de la
respuesta del sistema inmune del organismo en la que se ponen en
juego el reconocimiento y la sefalizacion entre moléculas y células
que participan en la inmunidad innata y adaptativa. Su resolucién es
crucial para volver a la homeostasia del sistema. Cuando la inflamacién
no puede ser regulada se desencadenan procesos patolégicos que llevan
a una gran destruccion tisular. En el presente trabajo se describe como
se reconoce la noxa y como se desencadena el proceso inflamatorio,
enumerando los mecanismos que participan en el daio tisular, poniendo
especial énfasis en la acciéon de serino-proteasas. Se explican también
los mecanismos que dispone el organismo que le permiten al individuo
controlar la accién daiiina de las proteasas. Finalmente, se describen
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funciones microbicidas redundantes de proteasas y anti-proteasas
y, a la vez, efectos inmunomoduladores sobre la inmunidad innata y
adaptativa. Conocer los diferentes componentes de la respuesta inflamatoria y los mecanismos de control del dafio tisular nos
permitira desarrollar herramientas terapéuticas mds eficientes y con menores efectos adversos

Inflammation is one of the most relevant consequences of the immune system’s response during which the recognition and
signalling among molecules and cells that participate in the innate and adaptive immunity play an important role. Its resolution is
crucial in order to return to the homeostasis of the system. When inflammation cannot be regulated, pathological processes are
triggered that lead to large tissue destruction. In this review, we described the noxa and its recognition by the immune system.
Also, we analyzed the inflammatory process and the mechanisms involved in tissue damage with particular emphasis on the
action of serine proteases. We also explain the mechanisms available to the body that allows the individual to control the harmful
action of proteases. Finally, we describe, redundant microbicide functions of anti-proteases and proteases, and simultaneously,
immunomodulatory effects on innate and adaptive immunity. Knowing the different components of the inflammatory response and
control mechanisms of tissue damage will allow us to develop more efficient therapeutic tools with fewer adverse effects.

B A) INFLAMACION: RECONO-

CIMIENTO DEL DANO

En el siglo I A.C. el médico ro-
mano Celsius caracteriza al proceso
inflamatorio con su famosa tétrada
constituida por calor, rubor, tumor
(edema) y dolor. Mas tarde, Galeno
habria de agregar a estos signos, la
“functio laesa”, es decir un déficit
funcional asociado al proceso infla-
matorio. Todos los signos inflamato-
rios, en principio inespecificos, se
deben a una respuesta coordinada
que tiene lugar en nuestro orga-
nismo frente al reconocimiento de
una noxa o lesion tisular. Luego
del reconocimiento de ese dafio se

produce la liberacion de sustancias
endogenas que provocan la extrava-
sacion temprana de liquidos y mas
tardia de leucocitos.

Las reacciones inflamatorias no
se limitan a un tejido u 6rgano pu-
diendo aparecer en cualquier sitio
donde se encuentre la noxa. En pri-
mer lugar para que esta noxa pueda
desencadenar el proceso se debe re-
conocer al agente agresor. La natu-
raleza del agente agresor puede ser
muy variable: agentes microbianos
vivos 0 muertos, particulas inertes,
células muertas o incluso la presen-
cia de dafio tisular alin en ausencia

de gérmenes. De tal manera que la
noxa puede ser un agente agresor
de naturaleza bioldgica, quimica,
fisica o incluso mecanica. La cé-
[ula al ser dafiada reacciona frente
a la agresion liberando proteinas
constitutivas intracelulares como
por ejemplo proteinas de estrés
térmico (heat shock proteins) y
HMGB-1 (high mobility group box
1) (Bianchi 2007).

Por otro lado, el organismo
dispone de diferentes tipos de re-
ceptores capaces de identificar al
agente agresor y responder provo-
cando el fenémeno inflamatorio.
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Los receptores capaces de reco-
nocer una noxa son denominados
receptores de reconocimiento de
patrones (RRP) (Newton and Dixit
2012). A su vez, estos RRP pueden

ser clasificados como RRP asociados
a patégenos o asociados a dafno. En
el primer caso, reconocen patrones
moleculares asociados al patégeno
(PAMPs) en tanto que en el segundo

caso reconocen patrones molecula-
res asociados a dafio (DAMPs). Los
PAMPs son estructuras moleculares
evolutivamente conservadas pre-
sentes en los microorganismos que

TABLA 1. Receptores y Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs) y a Dano (DAMPs)
RECEPTORES PAMPs DAMPs
HSP-60, HSP-70
Hialuronanos, Biglicanos
Linopolisacaridos Fibrinégeno, Heparan sulfato
Mzngn Dominio A de fibronectina
TLR4 HMGB1
Glucuroxylomanan . .
S . Proteina S100/calgranulinas
Glicoinositolfosfolipidos . P
Cristales de acido Grico
Defensinas
Lactoferrina
Diacil-lipopéptidos
TLR2/6 Ac. Lipoteicoico
Zimosan
TLR2/1 Triacil-lipopéptido
Pep.tldogllcano Hialuronanos
Porinas L
) . Biglicanos
Lipoarabinomananos Versi
. ersican
TLR2 Fosfolipomanan
. HMGB1
Glucuroxilomananos
. HSP
tGPl-mucina . PRSI
. Cristales de acido urico
Hemaglutinina
TLR3 ARNdc (ARN de doble cadena)
TLR5 Flagelina
TLR7/8 ARNsc Cathelicidinas
ADN bajo la forma de complejo inmune
TLRY ADN CpG HMGBT |
ADN viral Cathelicidinas
ADN mitocondrial
Hialuronanos, Biglicanos
NLRP3 Proteina B-amiloide
CD44 HMGBI1
HMGB1
RAGE Proteina S100/calgranulinas
Proteina B-amiloide
CDI1 HSPs
CD40 HSPs
NLRC Peptidoglicanos
ATP
Proteina B-amiloide
NLRP Bacterias , virus, hongos Silica, Amianto
Radiacién UV, toxinas
Agentes inductores de eflujo de potasio
CLR Manosa, mucosa y B-glucano
RLR ARN viral bicatenario
Componentes microbianos LDL modificado
R. Scavenger (glicoproteinas, lipoproteinas, Ligandos polianidnicos
lipidos) Células apoptoticas




Sistema inmune y dafio por inflamacién

73

cumplen una funcién esencial para
la vida del mismo. Son ejemplos
de PAMPs, el ADN bacteriano, los
componentes esenciales de la pared
bacteriana, el ARN viral, entre otros.
En tanto, los DAMPs son moléculas
provenientes de la degradacién de
la matriz extracelular o moléculas
intracelulares propias liberadas por
células activadas o necréticas (Bian-
chi 2007).

Los RRP constituyen un ndmero
importante y variado de moléculas
ubicados en la superficie o en el
interior celular que incluso pueden
ser solubles. Como ejemplos de RRP
de membrana encontramos recep-
tores de tipo Toll o TLR, receptores
de tipo NOD o NLR, receptores de
tipo lectinas, receptores scaven-
ger y receptores de tipo RIG-I. Sin
embargo, también es posible iden-
tificar la noxa cuando la misma es
opsonizada por anticuerpos o por
complemento. En estos casos, el
reconocimiento ocurre a través de
receptores para el fragmento Fc de
la inmunoglobulina y los receptores
para fragmentos del complemento.
En ambos casos, una vez reconocida
la particula opsonizada por las mo-
léculas de inmunoglobulinas o por
los fragmentos del complemento, se
produce la fagocitosis de las particu-
las (Newton and Dixit 2012).

Algunos de los RRP secretorios
son las ficolinas, las pentraxinas y las
colectinas (Du Clos and Mold 2011).
Estos receptores tienen la particula-
ridad de unirse a los PAMPs facili-
tando su depuracion por las células
del sistema inmune. Los demas RRP,
presentes en la superficie celular o
en el interior de las células, actuaran
activando vias de sefalizacion intra-
celular que llevaran a la expresion
de citocinas, quimiocinas y molé-
culas de adhesion que participaran
en el proceso inflamatorio. Se tiene
que tener en cuenta que, a diferen-
cia de los receptores antigénicos de

los linfocitos T y B, los RRP son no
clonales y estan codificados en la li-
nea germinal (es decir, no dependen
de un rearreglo de genes que deben
ensamblar un gen funcional).

Cada célula de nuestro organis-
mo, y en particular las células de la
respuesta inmune innata como neu-
tréfilos y macréfagos, dispondran
de una combinacién de RRP que
les permitird reconocer y responder
frente a la noxa produciendo fac-
tores (citocinas y quimiocinas) que
amplificaran la respuesta inflamato-
ria inicial.

Siendo tan variado el agente
agresor, y habiendo diferentes ma-
neras de reconocer al mismo, resulta
claro que seria imposible abarcar en
este trabajo la descripcién detallada
de la manera en que se induce la
respuesta inflamatoria por cada uno
de los PAMPs y DAMPs. Es por eso,
que tomaremos s6lo un ejemplo de
PAMP y DAMP. Para el primero, des-
cribiremos el reconocimiento del li-
popolisacarido (LPS) un componen-
te de la pared de las bacterias Gram
negativas. El LPS soluble es una par-
ticula inerte que per se es incapaz
de liberar citocinas. Para que el LPS
pueda inducir la liberacién de ci-
tocinas se requiere de una proteina
de unién al LPS (denominada LBP),
el receptor de membrana CD14 vy
TLR4. La LBP que es producida por
el higado y esta presente en el plas-
ma se unird al LPS. La molécula de
CD14 presente sobre la superficie de
monocitos/macréfagos permitira el
anclaje del LPS a la superficie celu-
lar. Una vez en la superficie celular
el LPS es reconocido por TLR4 que,
a través de una molécula accesoria,
inicia una cascada de sefalizacién
que lleva a la produccién de citoci-
nas pro-inflamatorias. Para el caso
de TLR4, la cascada de senalizacién
puede optar por una via de sefializa-
cién dependiente o independiente
de MyD88 (una proteina adaptadora

intracelular) siendo la primera una
respuesta rapida mientras que la in-
dependiente es una respuesta lenta.
Clasicamente, se piensa que los re-
ceptores de TLR sélo se expresan en
células del sistema inmune innato.
Sin embargo, se ha descripto expre-
sion de TLR4 y TLR2 en ciertas célu-
las epiteliales como por ejemplo las
células tubulares renales y también
en los podocitos. Existen en la ac-
tualidad 13 TLR que difieren en su
localizacion subcelular y en el re-
conocimiento de sus ligandos (Song
and Lee 2012).

Como ejemplo de DAMP, men-
cionaremos a HMGBI1. Esta protei-
na, es miembro de una superfami-
lia que agrupa protefnas nucleares
que presentan una alta movilidad
electroforética. Esta molécula, que
en realidad incluye a tres familias
de proteinas, comparte un dominio
“box” que media el acoplamien-
to de la proteina al ADN vy actla
como un elemento estabilizador
del mismo. Luego de una agresion
celular, HMGBT1 se libera al medio
extracelular y actda sobre recepto-
res tales como RAGE (Receptor for
Advanced Glycation Endproducts)
pertenecientes a la superfamilia de
inmunoglobulinas potenciando el
proceso inflamatorio (Sims, Rowe et
al. 2010).

Independientemente de cémo se
haya reconocido el agente agresor,
el resultado final es la generacién de
mediadores inflamatorios que lleva-
ran al reclutamiento de leucocitos.
Ese reclutamiento se vera favorecido
por la produccién de factores qui-
mioatractantes y por la expresién de
moléculas de adhesion. Los media-
dores inflamatorios seran produci-
dos inicial y principalmente por los
macréfagos tisulares 'y mastocitos
perivasculares. Luego, las células
reclutadas aportaran un mayor nu-
mero de mediadores inflamatorios
que terminaran por amplificar la
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respuesta inflamatoria. Entre los me-
diadores inflamatorios iniciales se
pueden mencionar a los neuropépti-
dos liberados por las terminaciones
nerviosas libres (sustancia P y taqui-
ninas) que actuaran sobre receptores
de la membrana de los mastocitos,
los cuales liberan serino-proteasas
presentes en sus granulos (triptasas)
que al unirse a los receptores activa-
dos por proteasas (PAR) aumentaran
la produccion de los neuropéptidos
tales como el péptido relacionado
al gen de la calcitonina (Calcitonin
gene related peptide) y la sustan-
cia P. El primero favorecerd la va-
sodilatacion arteriolar y el segundo
aumentard la permeabilidad de las
vénulas post-capilares provocando
la generacién del exudado inflama-
torio o edema (Mikami, Fukada et
al. 2012). Es importante sefialar que
esta activacion de mastocitos tam-

bién se puede inducir por la accién
de las anafilotoxinas (C3a y C5a)
producidas como consecuencia de
la activacién del complemento. Los
mastocitos perivasculares no sélo
liberaran neuropéptidos sino tam-
bién histamina, proteasas, factor de
necrosis tumoran (TNF)-o. preforma-
do, prostaglandinas, tromboxanos
y leucotrienos, citocinas y quimio-
cinas (St John and Abraham 2013).
La extravasacién de leucocitos se
vera favorecida por la presencia de
los factores quimioatractantes y por
la neoexpresién o el incremento
de expresion de moléculas de ad-
hesion endotelial. Ambos, factores
quimioatractantes y moléculas de
adhesion, se expresan localmente
por la accién de las citocinas pro-
ducidas por los macréfagos que han
sido activados a través de alguno o
varios de los RRP. Esto crea un sitio

propicio para el reclutamiento de
leucocitos que ocurre de manera se-
cuencial y temporal.

B B) INFLAMACION: RECLUTA-
MIENTO CELULAR

En términos generales, frente a
una infeccién bacteriana, a partir
de las dos primeras horas de inicia-
do el proceso y por un periodo de
2-4 horas, en el foco inflamatorio
se reclutan los leucocitos polimor-
fonucleares (PMNLs) en particular
los neutréfilos (Kolaczkowska and
Kubes 2013). Posteriormente, a par-
tir de las 4 horas y por un periodo
de 24 horas comienzan a reclutarse
los monocitos los que al extravasar-
se se convierten en macroéfagos. Por
Gltimo migran los linfocitos proceso
que se mantiene por el término de
48-72 horas. Esta secuencia tempo-
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Figura 1. Cascada de adhesion y migracion leucocitaria. Se muestras las etapas de cada una de las etapas
de la cascada y las moléculas participantes en cada una de ellas. Por debajo se observan las ectoenzimas
involucradas en la extravasacion de leucocitos. (Figura adaptada de Nat Rev Immunol 5(10): 760-71).
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ral se da para el caso de inflamacio-
nes agudas. En cambio, en el caso
de inflamaciones crénicas predomi-
na el reclutamiento de linfocitos por
sobre los neutréfilos. Sin embargo,
aln en los procesos agudos o en
los procesos crénicos esta cinética
de migracién secuencial de pobla-
ciones leucocitarias podra variar
dependiendo del territorio vascular
involucrado.

En la actualidad se ha determina-
do que el proceso de extravasacion
de leucocitos sigue un modelo de-
nominado “cascada de adhesion y
migracion leucocitaria” que incluye
las siguientes etapas: 1) interaccion
inicial leucocito-endotelio; 2) roda-
miento de leucocitos sobre el en-
dotelio; 3) activacion leucocitaria;
4) adhesion firme al endotelio; y 5)
migracion transendotelial. En cada
una de estas etapas participan en
forma concertada y secuencial di-
versas moléculas de adhesion y fac-
tores quimioatractantes que varian
en funcioén del tipo celular migrante,
de la duracion del proceso y del te-
jido donde ocurre la migracion (Wi-
lliams, Azcutia et al. 2011).

Normalmente se reconocen fac-
tores quimioatractantes clasificados
como clasicos y quimiocinas. Estas
dltimas constituyen una familia de
proteinas caracterizadas por con-
tener en su molécula cuatro restos
de cisteina que forman cuatro en-
laces de disulfuro intracatenarios.
Seglin la posicion de las cisteinas
las quimiocinas se han clasificado
en cuatro familias: CXC, CC, CX3C
y C. Este sistema de quimiocinas es
un sistema redundante y promiscuo
ya que un ligando puede actuar so-
bre varios receptores y un mismo
receptor se puede encontrar sobre
diferentes tipos celulares. Quizés
uno de los aspectos mas interesan-
tes de las quimiocinas es que estas
moléculas no sélo actdan atrayendo
diferentes poblaciones leucocitarias

sino también intervienen en la orga-
nogénesis, tienen actividad angiogé-
nica y angiostdtica, activan ciertas
moléculas de adhesién leucocitarias
(por ejemplo integrinas) para favo-
recer la adhesién celular y facilitan
funciones efectoras de los leucocitos
(Blanchet, Langer et al. 2012).

Las moléculas de adhesion celu-
lar son mdltiples y se han clasificado
en diversos grupos de acuerdo a se-
mejanzas estructurales y funcionales
(Smith 2008). Estos grupos son de-
nominados familias o superfamilias
dependiendo de cudn estrecha sea
la similitud entre los diversos miem-
bros de un grupo en particular. La
mayor parte de las moléculas de ad-
hesién celular se han incluido en las
siguientes familias y superfamilias:
selectinas, integrinas, superfamilia
de inmunoglobulinas, mucinas y
cadherinas. Las interacciones entre
diferentes componentes pueden ser
de tipo homotipicas o heterotipicas
y varian segln el tiempo de interac-
cién desde interacciones transito-
rias, mediadas por selectinas y mu-
cinas, hasta interacciones estables,
mediadas por miembros de la super-
familia de inmunoglobulinas (Smith
2008).

El inicio de la migracion de los
leucocitos requiere de un endotelio
activado siendo una molécula de
adhesion endotelial, denominada P-
selectina, la encargada de iniciar la
etapa de rodamiento celular sobre el
endotelio vascular. Esta P-selectina
junto a una glicoproteina multiméri-
ca que participa en el proceso de la
hemostasia, denominada factor de
von Willebrand, se encuentra presin-
tetizada en los granulos de Weibel
Palade en las células endoteliales.
Por lo tanto, su expresion superficial
se adquiere rdpidamente. Otras se-
lectinas que participan en la etapa
de rodamiento son la L-selectina
que se encuentra en la superficie de
los leucocitos y la E-selectina sobre

la superficie del endotelio. Sin em-
bargo, la expresion de esta dltima es
mas tardia. Hay que tener en cuenta
que los leucocitos viajan en el to-
rrente sanguineo a una velocidad de
120 um/seg y que las selectinas re-
ducen la velocidad a 20-40 um/seg
(Williams, Azcutia et al. 2011).

Las siguientes etapas en la casca-
da de adhesion estin mediadas por
integrinas sobre la superficie leu-
cocitaria siendo la integrina CD18
una de las mas importantes para la
migracion de neutréfilos y monoci-
tos. Sus ligandos endoteliales perte-
necen a la superfamilia de inmuno-
globulinas como ICAM-1, ICAM-2
y VCAM-1 y también proteinas de
matriz extracelular que se exponen
en respuesta al dano. La migracion
ocurre a través de las uniones inte-
rendoteliales favorecidas por el gra-
diente de quimioatractantes (Figura
1).

Recientemente, se ha identifi-
cado que la interaccion endotelio-
leucocito es también mediada por
reacciones enzimaticas catalizadas
por enzimas presentes sobre la su-
perficie celular plasmatica, denomi-
nadas ectoenzimas (Salmi and Jalka-
nen 2012). Las ectoenzimas tienen
su sitio activo en la parte externa de
la membrana plasmatica, clasifican-
dose segln su actividad enzimatica
en:

i) Peptidasas (eliminan aminoacidos
del extremo de péptidos); ii) Protea-
sas (clivan proteinas); iii) Hidrolasas
y nucleotidasas: hidrolizan nucleé-
tidos extracelulares; iv) Oxidasas
(oxidan wvarios sustratos). Muchas
ectoenzimas son proteinas integra-
les de membrana de tipo Il con un
extremo N terminal en el citosol o
son moléculas unidas a glicosilfos-
fatidilinositol. Otras, también se las
encuentran de manera soluble en
liquidos biolégicos, como por ejem-
plo CD26, CD38, CD73, autotaxina
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y VAP-1. Todas ellas presentan fun-
ciones relevantes en el proceso de
migracion celular. Por ejemplo i)
CD39 y CD73 regulan el balance
entre ATP y adenosina y la activa-
cién de integrinas, las moléculas de
adhesion vascular y la permeabi-
lidad endotelial; ii) CD26 modifi-
ca la actividad de quimiocinas; iii)
Sheddasas clivan moléculas como
CD62L y CD44; iv) CD38, CD157 y
ART2 (ADP ribosyltransferase 2) es-
tan involucradas en el metabolismo
de NAD y NADP, y controlan sefa-
les desencadenadas por interaccién
ligando-receptor de quimiocinas
(ART2 también produce modifica-
ciones post-translacionales de molé-
culas de adhesion); v) VAP1 (vascu-

lar adhesion protein 1) unen leuco-
citos y producen productos bioacti-
vos como H,O,; vi) Autotaxina estd
involucrada en el metabolismo de
nucleétidos y lipidos bioactivos ex-
tracelualres.

En definitiva, las ectoenzimas
funcionan como receptores de ad-
hesion que regulan el reclutamien-
to celular modificando la actividad
catalitica y regulando los niveles de
ATP y sus metabolitos. Esta regula-
cién es muy importante ya que el
ATP puede unirse a receptores pu-
rinérgicos de la familia P2X y P2Y,
siendo los mismos pro-inflamato-
rios. En condiciones fisioldgicas, en
ausencia de inflamacion el ATP ex-

tracelular es defosforilado a ADP y a
AMP por CD39, aunque el ATP tam-
bién puede ser hidrolizado a AMP
por la autotaxina. A su vez, el AMP
es defosforilado a adenosina por
CD73. La Adenosina se une a recep-
tores P1 y es anti-inflamatorio. Pero
cuando un leucocito se une al en-
dotelio vascular durante un proceso
inflamatorio la actividad enzimatica
de CD73 es inhibida produciéndose
menos adenosina; (la adenosina se
degrada a inosina por la adenosina
deaminasa). De esta manera, del ba-
lance de ATP, ADP, AMP y adenosi-
na, resultard un microambiente pro
o anti-inflamatorio (Salmi and Jalka-
nen 2005).
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Figura 2. Metabolismo extracellular del ATP en el trafico leucocitario. En un endotelio no activado, el
ATP extracelular es defosforilado a ADP y a AMP por la ectoenzima CD39. El AMP es defosforilado a ade-
nosina por CD73. El ATP ejerce efectos pro-inflamatorios al unirse a receptores purinérgicos de la familia
P2X y P2Y. En cambio, la adenosina ejerce efectos anti-inflamatorios al unirse a receptors purinérgicos
P1. La unién de los leucocitos al endotelio inhibe la actividad enzimatica de CD73 produciéndose menos
adenosina. Ademas, la adenosina se degrada a inosina por la adenosina deaminasa (ADA) que esta unida
a los linfocitos aumentando la actividad migratoria. (Figura adaptada de Nat Rev Immunol 5(10): 760-71)
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m C) INFLAMACION: DANO POR
PROTEASAS

Una vez en el foco inflamatorio,
las células activadas produciran di-
ferentes factores que dependeran
del tipo celular reclutado y del mi-
croambiente en el cual se encuen-
tren. En lo que respecta al tipo celu-
lar reclutado, los factores presentes
en los granulos de los neutréfilos,
eosindfilos, baséfilos y monocitos
difieren en calidad y cantidad. Pero
en general, los factores liberados por
degranulacién celular tienen como
objetivo la destruccion de la noxa
de manera inespecifica. Esta ines-
pecificidad de la accién, en muchas
ocasiones, logra la erradicacion de
la noxa pero también impacta sobre
las células y tejidos del huésped pro-
vocando un perjuicio sobre el 6rga-
no o el sistema. Esto tiene repercu-
siones mucho mas dramaticas, prin-
cipalmente, en parénquimas labiles
como el pulmén (Moraes, Zuraws-
ka et al. 2006). Recordemos que el
pulmén es una estructura elastica y
distensible conformada por alvéolos

separados por tabiques alveolares
constituidos por fibras de tejido co-
nectivo (elastina y colageno). Este te-
jido es el que se verd dafiado frente a
los procesos infecciosos pulmonares
reiterados, provocando la destruc-
cién de los tabiques alveolares y la
fusion de los alvéolos llevando, con
el tiempo, a un enfisema pulmonar.

Aunqgue existen muchas serino-
proteasas, uno de los principales
factores que contribuyen a la des-
trucciéon del tejido conectivo es la
elastasa neutrofilica (Meyer-Hoffert
and Wiedow 2010). Esta enzima se
encuentra dentro de los granulos
azurdéfilos de los neutréfilos. Tenien-
do en cuenta que los PMNLs con-
tienen 399 + 20 granulos azurdfilos,
con un volumen de 2,09 x 10" ml/
granulo y que cada granulo contie-
ne 67000 moléculas de elastasa se
estima que la concentracién de esta
serino proteasa en el microambien-
te de los PMNL puede alcanzar una
concentracion de 5,33 mM (Damia-
no 1989).

Los efectos deletéreos de esta
serino-proteasas liberadas por los
PMNLs a nivel tisular son un fené-
meno muy bien conocido, habién-
dose descripto a nivel pulmonar la
hiperplasia de glandulas mucosas,
la hipersecrecion de moco, una re-
duccién en la frecuencia del movi-
miento ciliar, la destruccién epitelial
y edema y, en ultima instancia, el
desarrollo de enfisema a nivel del
parénquima pulmonar (Damiano
1989).

La elastasa neutrofilica no es el
Gnico componente de los granu-
los de los neutréfilos. También se
encuentran otras serino-proteasas
como la proteinasa 3 y la catepsina
G. Todas ellas se encuentran alma-
cenadas en altas cantidades en los
granulos azurdfilos de los PMNLs y
actlian junto con las especies reac-
tivas del oxigeno para destruir a los
microorganismos que han sido fa-
gocitados y se encuentran dentro de
los fagolisosomas.

Tabla 2. Proteasas-antiproteasas

Proteasas

Actividad

Consecuencias

Inhibidor Natural

Surfactante

Patofisiol6gicas
Secretagogo de moco Aumenta produccién de SLPI
moco alAT
Elastasa Sintesis y secrecion de Aumenta produccién de Inhibidor de TACE (TAPI-1)
Neutrofilica mucina moco serpinb1
Degradacion de Factor | pérdida de funcién del Factor
Surfactante Surfactante
ADAMs Sintesis y secrecion de Aumenta produccién de TAPI-T
mucina moco
HAT Sintesis y secrecion de Aumenta produccion de TAPI-1
mucina moco
Degradacion de Factor  |Pérdida de funcién del Factor|  Inhibidor de metaloproteasas
Elastasa
Surfactante Surfactante
Degradacion de Factor  |Pérdida de funcion del Factor| Inhibidores de serinoproteasas de
Proteasa IV

Surfactante

tipo tripsina

Cistein Proteasas
(alergenos)

Degradaci6n de Factor
Surfactante

Pérdida de funcion del Factor
Surfactante

lodoacetamida
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Las especies reactivas del oxige-
no también ejercen efectos nocivos
sobre los tejidos. Sin embargo, es
importante sefialar que los efectos
nocivos de las especies reactivas del
oxigeno se veran (nicamente cuan-
do la concentracién de las mismas

sea elevada. Estas concentraciones
altas de las especies reactivas del
oxigeno inducirdn la secrecion o li-
beraciéon de DAMPs y la activacién
de los receptores asociados a dafno
celular. En cambio, con concentra-
ciones bajas las especies reactivas

del oxigeno participan en la sefiali-
zacion de segundos mensajeros. El
mecanismo de produccién y modu-
lacién de las especies reactivas del
oxigeno excede la temdtica de esta
revision pero se puede consultar en
la bibliografia que se cita (Rosanna
and Salvatore 2012).
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Figura 3. Proteasas Neutrofilicas La elastasa neutrofilica no es el Gnico componente de los granulos de los neu-
trofilos. También se encuentran otras serino-proteasas como la proteinasa 3 (PR3) y la catepsina G (CG). La figura
muestra todas las funciones asociadas a las proteasas neutrofilicas.
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Las proteasas pueden encontrarse
normalmente en el interior celular
pero muchas de ellas son secretadas
en forma activa en el foco inflama-
torio ejerciendo efectos microbici-
das extracelulares e inmunomodu-
ladores. De esta manera, podriamos
resumir las funciones de la elastasa
neutrofilica y de las otras serino-pro-
teasas neutrofilicas en funciones in-
tracelulares (por ejemplo la degrada-
cién de micro-organismos fagocita-
dos) y funciones extracelulares. Estas
dltimas involucran la inactivacion de

bacterias extracelulares, la degrada-
cién de la matriz extracelular, la re-
modelacién tisular, la facilitacion del
reclutamiento de neutrdfilos, la acti-
vaciéon de TLR4, el clivado de molé-
culas de superficie como CD14, CR1
y el receptor de IL-6, la induccién de
determinadas citocinas (IL-6, IL-8,
TGF-B, GM-CSF) y la degradacion
de otras (IL-1, TNF-a, IL-2, IL-18)
(Meyer-Hoffert and Wiedow 2010).
A nivel plaquetario, aumenta la agre-
gacion al activar la integrina allbf3.
Ademas, se ha descripto que induce

la liberacion de catepsina B y meta-
loproteasas (MMP2) y perjudica el
reconocimiento de células apoptéti-
cas (Geraghty, Rogan et al. 2007). Se
sabe que los pacientes que padecen
neutropenia ciclica congénita pre-
sentan una deficiencia en la elastasa
neutrofilica. Estos pacientes padecen
infecciones recurrentes con Escheri-
chia Coli'y Klebsiella pneumonia po-
niendo asi en evidencia la importan-
cia de la elastasa en los fenémenos
microbicidas (Boztug, Appaswamy et
al. 2009).
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Figura 4. Patogenia del enfisema pulmonar. El cigarrillo o el humo del cigarrillo estimulan la produccién
de la citoquina TNF-X que activa el endotelio vascular aumentando la expresion de moléculas de adhe-
sién y quimiocinas y reclutando neutrofilos. Los neutrdfilos liberan elastasa, provocando la destruccion
de la pared alveolar compuesta principalmente por elastina. La accion de la elastasa sobre la pared alveo-
lar puede generar productos de degradaciéon que atraen mas PMN, liberando mas proteasas y provocando
una mayor destruccién tisular. La actividad de las proteasas neutrofilicas es controlada por la accién de
inhibidores de proteasas locales y sistémicos. Cuando la inhibicién es insuficiente se pueden provocar

cuadros de enfisema.
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Las serino-proteasas también
participan en la formacién de los
NET (neutrophil extracellular traps).
Las NET son estructuras generadas
por la secrecion de ADN que han
sido liberadas por el neutréfilo ac-
tivado que se adhieren a moléculas
cargadas positivamente como por
ejemplo serino-proteasas o histonas.
Estas NET reducen la virulencia del
patégeno al degradar componentes
esenciales del mismo (Kaplan and
Radic 2012).

Normalmente, es posible encon-
trar niveles elevados de proteasas
en todas aquellas situaciones don-
de hay un incremento de TNF-a.
Por ejemplo, el humo del tabaco
incrementa la produccion de TNF-a
que al activar el endotelio vascular
promueve la migracion y activacién
de neutréfilos con la consiguiente
liberacién de las proteasas como
elastasa y catepsina. En condiciones
fisiolégicas, la catepsina se encuen-
tra en un estado inactivo debido a
la accién de una proteina plasmati-
ca denominada cistatina C. Sin em-
bargo, la elastasa neutrofilica inhibe
la cistatina C y activa la catepsina.
De esta manera, la elastasa junto a
la catepsina provocaran un dano ti-
sular con degradacion de las fibras
de elastina si sus niveles no son
controlados por los inhibidores de
serino-proteasas sistémicos o loca-
les (Geraghty, Rogan et al. 2007). De
hecho, los mismos productos de de-
gradacion de elastina son inductores
de TNF-o que puede llevar a un cir-
culo vicioso con mayor secrecién y
activacion de proteasas. Este circulo
vicioso a nivel pulmonar terminara
por provocar un cuadro enfisemato-
so.

En cuanto a los efectos inmuno-
modulares de las serino-proteasas
merecen una mencién especial sus
efectos sobre las principales células
presentadoras de antigeno profesio-
nales: las células dendriticas (CDs).

Sobre las mismas se han descripto
varios efectos entre los que se desta-
cael clivaje de CD40, CD80 y CD86.
Ademas, en nuestro laboratorio des-
cribimos que la elastasa neutrofilica
induce la produccion de TGF-f en
las CDs transformando estas CDs
proinflamatorias en CDs tolerigéni-
cas (Maffia, Zittermann et al. 2007).
Estos efectos pudieron ser reproduci-
dos por neutréfilos derivados de per-
sonas sanas pero no por neutréfilos
provenientes de pacientes con neu-
tropenia ciclica. Como fuera men-
cionado mas arriba, estos pacientes
se caracterizan por presentar niveles
bajos o ausentes de elastasa neutrofi-
lica confirmando de esta manera que
la elastasa neutrofilica es responsable
de transformar a las CDs proinflama-
torias en CDs tolerigénicas. Estos ha-
[lazgos fueron corroborados por otros
autores, y hoy se sabe que los neu-
trofilos pueden ejercer efectos tanto
activadores como inhibitorios sobre
las CDs y que estos efectos depende-
ran del microorganismo invasor y del
microambiente donde ocurra la inte-
raccién entre el neutréfilo y la CDs
(Schuster, Hurrell et al. 2012). Cabe
destacar que en caso que el efecto de
las serino-proteasas sobre el funcio-
namiento de las CDs perjudique su
capacidad inmunoestimuladora es
muy probable que la misma genere
una mayor susceptibilidad a las in-
fecciones, las que en Gltima instancia
[levan a un mayor reclutamiento de
fagocitos, liberacién de enzimas y
mayor dano tisular incluyendo a las
células inmunocompetentes. A favor
de esta hipotesis se encuentran las
acciones descriptas para la elastasa
sobre el clivaje de receptores que en
Gltima instancia impedirian la madu-
racion de las células presentadoras
de antigenos. El clivaje de proteinas
de superficie también se observa so-
bre linfocitos T y B que favorece la
activacion de estas células y el au-
mento consiguiente de la produccién
de citocinas y la respuesta inmune
humoral.

En definitiva las serino-proteasas
son enzimas que se encuentran li-
bres o incluso asociadas a la mem-
brana de las células. Ambas formas
son activas y por lo tanto pueden
ejercer efectos inmunomoduladores
regulando la actividad de quimo-
cinas, citocinas, factores de creci-
miento y receptores de superficie.
En cuanto a sus actividades sobre
receptores celulares, se observé que
las serino-proteasas pueden proce-
sar el dominio N-terminal del re-
ceptor activado por proteasas (PARs)
generando la autoactivacion del re-
ceptor. Este efecto no es inespecifi-
co ya que mientras la trombina (otra
serino-proteasa) puede activar a
PAR-1, PAR-3 y PAR-4, la catepsina
G activa PAR-4 en la superficie de
las plaquetas iniciando el proceso
de agregacion plaquetaria. Por otro
lado, la tripsina activa PAR-2 en la
superficie endotelial aumentando
la produccién y secrecién de IL-8
y de la quimiocina CCL2 en tanto
que la elastasa aumenta la expresién
de TLR4 incrementando el recluta-
miento de neutréfilos. También fue
descripto que la proteinasa 3 (PR3)
es captada por la célula endotelial
y provoca la apoptosis de la misma
aparentemente como un mecanismo
de control del proceso inflamatorio
(Ossovskaya and Bunnett 2004).

B D) INFLAMACION: PROTEC-
CION DEL DANO POR ANTIPRO-
TEASAS

El efecto deletéreo de las serino-
proteasas secretadas por los leu-
cocitos a nivel de los tejidos es un
fenémeno muy bien conocido. Son
ejemplos de un efecto exagerado
de las serino-proteasas aquellas
enfermedades en donde existe un
desbalance entre la accién de las
serino-proteasas y sus inhibidores
naturales, las serpinas (Sallenave
and Shapiro 2008). Actualmente se
reconocen serpinas sistémicas como
la al-antitripsina y locales como
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el inhibidor secretorio de protea-
sas leucocitarias (SLPI) y Trappin-2
(también [lamado SKALP -skin-deri-
ved anti-leukoproteinase- o ELAFIN
-elastase-specific inhibitor-). La im-
portancia de las mismas queda de
manifiesto en las enfermedades ge-
neradas por la ausencia o deficien-
cia de serpinas como por ejemplo
la deficiencia de al-antitripsina y la
fibrosis quistica. La primera, es una
enfermedad hereditaria autosémica
recesiva que afecta a los descen-
dientes de Europeos (una de cada
10 personas descendientes de euro-
peos es portador de una mutacion),
caracterizada por niveles séricos
bajos de al-antitripsina. Esta serpi-
na es una glicoproteina producida
principalmente por los hepatocitos
y los macroéfagos alveolares. Su fun-
cién principal es inhibir las serino-
proteasas (en particular elastasa)
liberadas por los PMNLs reclutados
a nivel del parénquima pulmonar en
respuesta a la colonizacién de pa-
tégenos pero recientemente se des-
cribieron importantes funciones in-
munomodulatorias (Hunt and Tuder
2012). Las manifestaciones clinicas
en estos pacientes se presentan alre-
dedor de la tercera o cuarta década
de la vida con enfisema panlobular.
La evolucién de la enfermedad pue-
de acelerarse por el habito de fumar
cigarrillos o por enfermedades in-
flamatorias respiratorias. En algunos
casos, la enfermedad se manifiesta
en los nifos con dafio hepético. Re-
sulta interesante sefialar que la defi-
ciencia del inhibidor no ocurre por
una falta de sintesis hepatica sino a
un bloqueo en el procesamiento y
secrecion de la proteina que lleva
a la formacién de agregados dentro
del reticulo endoplasmico del hepa-
tocito y a su muerte. La formacion
de estos polimeros intracelulares au-
menta a altas temperaturas y se debe
a la facilidad de las serpinas de sufrir
cambios conformacionales. Un me-
canismo de dafio similar pero sobre
las neuronas se ha descripto en la

enfermedad de Alzheimer con las
neuroserpinas.

Por otro lado, en la fibrosis quis-
tica, enfermedad genética y heredi-
taria, también existe un desbalance
entre las proteasas y sus inhibidores.
Sin embargo, en este caso se pro-
duce por una mutacién en un gen
que codifica para una proteina regu-
ladora de la conductancia de iones
(principalmente cloro) dependiente
de AMPc (CFTR). Las consecuencias
de este defecto es la retencién de
agua favoreciendo la generacion de
secreciones viscosas que obstruyen
los bronquios e impide el funciona-
miento normal de las cilias del epi-
telio bronquial (lo mismo se observa
a nivel gastrointestinal, hepatobiliar
y pancreatico). El resultado final es
un exagerado influjo de neutréfilos
debido a infecciones pulmonares
crénicas y un desbalance del equi-
librio entre serino-proteasas y serpi-
nas.

Existen otras patologias crénicas
asociadas a una actividad excesiva,
inapropiada o prolongada de las
proteasas liberadas por los PMNLs
como por ejemplo la artritis reu-
matoidea y la colitis ulcerosa. Inde-
pendientemente de la patologia de
base las infecciones o los procesos
inflamatorios crénicos aceleran o
empeoran la evolucién de estas en-
fermedades.

Cuando tiene lugar una infec-
cién en el organismo, las respuestas
del sistema inmune innato controlan
la diseminacion del patégeno pero
mas tardiamente se requiere la res-
puesta inmune adaptativa mediada
por los linfocitos T y B para la con-
tencion del patégeno. Asi, el destino
de un individuo expuesto a un pat6-
geno va a estar determinado por va-
rios factores incluyendo sus caracte-
risticas genéticas y la fuerza y espe-
cificidad de los mecanismos de de-
fensa endégenos montados contra el

patégeno. Por lo tanto, uno se puede
cuestionar ;como es posible que el
sistema haya generado un mecanis-
mo microbicida tan potente media-
do por las serino-proteasas junto a
un sistema de control tan eficiente
que bloquee no solamente la activi-
dad proteolitica sino también la acti-
vidad microbicida? Esto es debido a
que limitar la actividad microbicida
seria de alguna manera dejar mas
expuesto al individuo a la accién de
los patégenos. Sin embargo, limitar
la actividad proteolitica de las seri-
no-proteasas no implica necesaria-
mente limitar la actividad microbi-
cida. Esto se debe a que muchos de
los inhibidores de serino-proteasas,
en particular los producidos local-
mente son, al igual que las serino-
proteasas, péptidos antimicrobianos
que tienen una amplia actividad mi-
crobicida. Es decir, el sistema limita
el dafio de las serino-proteasas pero
la actividad microbicida presente en
el microambiente inflamatorio, muy
por el contrario, aumenta adin mas
por la presencia de los inhibidores
de serino-proteasas.

La co-evolucién de los huéspe-
des y patégenos ha llevado a que el
huésped produzca diversos grupos
de péptidos con el objeto de matar
o reducir los patégenos. Estos pépti-
dos se denominan péptidos antimi-
crobianos (antimicrobial peptides,
AMPs) y se pueden encontrar en
casi todas las formas de vida, en or-
ganismos como bacterias o plantas
y también en especies invertebra-
das y vertebradas incluyendo los
mamiferos (Nguyen, Haney et al.
2011). Entre estos ultimos, los hu-
manos tienen diversos tipos celula-
res que sintetizan y secretan AMPs
tales como las células epiteliales, los
queratinocitos epidérmicos, los neu-
trofilos, los macréfagos y las células
natural killer (NK). En los mamiferos,
estos AMPs pueden ser considera-
dos como parte del sistema inmune
innato. Ellos son capaces de unir y
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matar al patégeno pero aln no se
ha demostrado si la mayoria de es-
tos péptidos se une especificamente
a los PAMPs vy si facilitan la accién
de los macréfagos. Hasta la fecha, se
han descubierto y descripto mas de
1400 AMPs en numerosas especies.
Algunos de estos AMPs también son
serpinas, como los ya mencionados
mas arriba, SLPI y ELAFIN/Trappin-2
(Sallenave 2010).

Resulta llamativo que algunos
AMPs tienen actividad inmunomo-
duladora al igual que las serino-
proteasas. Por ejemplo, algunos
AMP son agentes quimiotacticos
de monocitos humanos y células
T y modulan la diferenciaciéon de
CDs vy la polarizacién de células T
inducida por CDs (Davidson, Currie
et al. 2004). Otros, como las a-de-
fensinas, pueden también funcionar
como reguladores de una retroali-
mentacion negativa del efecto de la
interleuquina-1 B (IL-1B) facilitando
la resolucién de la inflamacién (Shi,
Aono et al. 2007). De esta manera,
es posible que una desregulacién del
control de la retroalimentacién, por
ejemplo, a través de la secrecion de
AMPs que participan como regula-
dores del proceso pueda amplificar
y perpetuar un proceso inflamatorio.

Son muchas las funciones y ac-
tividades descriptas para estos pép-
tidos. Los péptidos catidnicos tales
como los péptidos neutrofilicos hu-
manos 1-3 (HNP1-3), LL-37 y el SLPI
estan presentes a niveles detectables
en las secreciones cervicovaginales
pero en general se los encuentra en
la mayoria de las secreciones mu-
cosas. Resulta interesante la activi-
dad antiviral de muchos de ellos.
Por ejemplo, los péptidos HNP1-3
son miembros de la familia de las
o-defensinas e inhiben la replica-
cién del virus de la inmunodeficien-
cia humana (VIH) a través de la inter-
ferencia intracelular con la actividad
de protein-quinasa C e inactivacion

de los viriones de VIH. Por otro lado,
el péptido LL-37 que pertenece a la
familia de las catelicidinas y que
también media la actividad inhibito-
ria de VIH tiene un mecanismo anti-
retroviral ain no dilucidado. Por
Gltimo, el SLPI ejerceria su efecto
anti-retroviral por unién a la anexi-
na Il e impidiendo la estabilizacién
de la fusién a la membrana mediada
por esta molécula. Pero ademas de
sus actividades bactericidas, antivi-
rales y fungicidas estas moléculas
han demostrado tener actividad in-
munomoduladora no sélo a nivel de
la respuesta inmune innata sino tam-
bién adaptativa. Siendo el SLPI la
molécula mas estudiada por nuestro
grupo de trabajo, nos detendremos a
analizar con mas detalle sus activi-
dades inmunomoduladoras.

B E) INFLAMACION: SLPI

El SLPI es una proteina bésica (pl
~ 9,5) no glicosilada de 107 ami-
nodacidos con un peso molecular de
11,7 kDa. Esta formado por dos do-
minios, cada uno de los cuales con-
tiene ocho residuos de cisteina que
forman 4 puentes disulfuro que esta-
bilizan la estructura de la molécula.
Estos dominios ricos en cisteina son
también llamados dominios WAP
porque fueron hallados inicialmente
en la proteina 4cida del suero (del
inglés whey acidic protein) que se
encuentra en altas concentraciones
en la leche de los roedores. A pesar
de que SLPI es la molécula mejor
caracterizada de su grupo, han sido
identificados 14 genes que codifi-
can para proteinas de tipo WAP en
el mismo locus del cromosoma hu-
mano (20q12-13.2). Sin embargo,
las secuencias no estan bien con-
servadas excepto por los residuos de
cisteina.

El SLPI se encuentra presente en
forma constitutiva en la mayoria de
los fluidos extravasculares que limi-
tan mucosas ya que es secretado por

diversos tipos celulares. En el pul-
mon es producido por las glandulas
serosas de la traquea y por las cé-
[ulas claras bronquiales. En el tracto
genital masculino y femenino se en-
cuentra en el plasma seminal y en la
mucosa cervical, respectivamente.
Ademas, es producido por glandulas
parétidas, por células del epitelio in-
testinal, por células del tdbulo renal,
por queratinocitos, por las células
beta del pancreas, por neutréfilos
y por macréfagos. La expresion del
SLPI se encuentra significativamen-
te aumentada por la progesterona
y por las citocinas proinflamatorias
TNF-a e IL-1p (Sallenave and Shapi-
ro 2008). La concentracion fisiol6gi-
ca del SLPI en saliva es de 0,35 — 2
UM, mientras que en los pulmones
su concentraciéon es mas elevada
en las vias aéreas superiores que
en los compartimentos alveolares.
La concentracién de SLPI, en indi-
viduos normales, no fumadores es
de aproximadamente 8,7 pM en las
vias aéreas superiores y de 0,6 yM
en el tracto respiratorio inferior. Sin
embargo, pacientes con enfisema
pulmonar mostraron niveles signifi-
cativamente inferiores de SLPI que
los observados en los pacientes sa-
nos (Taggart, Lowe et al. 2001).

Se ha descrito al SLPI como una
molécula con capacidad para pro-
mover la cicatrizacién de heridas.
Utilizando ratones “knock out”
para SLPI se observé un retraso de
la cicatrizacién de heridas cutdneas
atribuido a la prolongada respuesta
inflamatoria y al retraso en la depo-
sicion de proteinas de la matriz. Tres
serian las funciones principales del
SLPI como promotor de la cicatriza-
cion de heridas: la primera seria la
actividad inhibitoria sobre la elasta-
sa local ya que esto previene la de-
gradacion de algunas de las protei-
nas de la matriz tales como el cola-
geno, proteoglicanos y fibronectina,
la segunda es el control de actividad
de los leucocitos y la tercera seria
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la disminucion de la actividad de
TGEF-B (Ashcroft, Lei et al. 2000).

Por otro lado, estudios in vitro
sugieren que los inhibidores de se-
rino-proteasas también afectarfan al
crecimiento celular. En particular, el
SLPI estimularia la produccién de
factores de crecimiento en fibroblas-
tos humanos pulmonares. Asimismo,
en las células epiteliales del endo-
metrio el SLPI ejerceria una regula-
cién positiva y negativa sobre genes
asociados al crecimiento tales como
ciclina D1y TGF-B, respectivamente
(Sallenave and Shapiro 2008).

El SLPI inhibe una gran variedad
de proteasas incluyendo la elastasa
neutrofilica, la catepsina G, la trip-
sina, la quimiotripsina y la quimasa.
Como el SLPI posee dos dominios en
su estructura, inicialmente se postu-
|6 que en ambos se encontraria un
sitio inhibitorio de proteasas. Estu-
dios posteriores de las propiedades
inhibitorias de cada dominio usando
modificaciones quimicas o mutacio-
nes de residuos criticos mostraron
que la unién 1:1 con la proteasa
ocurre a través del dominio 2 y es
clave en este proceso la leucina 72
(Leu72) mientras que el dominio 1
probablemente no tiene actividad
inhibitoria. Ha sido propuesto que
el dominio 1 ayudaria a estabilizar
el complejo SLPI — elastasa. La gran
afinidad del SLPI por las serino-pro-
teasas neutrofilicas y su alta concen-
tracion local en el compartimiento
bronquial (cerca de 5 pM) sugiere
que su principal funcién fisiol6gica
es regular cualquier actividad exce-
siva de las serino-proteasas neutro-
filicas en las vias aéreas superiores.
El SLPI seria producido localmente
y colaboraria en la accién anti-elas-
tasa de la al-antitripsina (principal
inhibidor sistémico de la elastasa
in vivo). El SLPI se asocia también
con fibras de elastina en la matriz
extracelular del pulmén y en la piel
sugieriendo que previene la proted-

lisis de elastina. Ademas de su rol
en los pulmones, se cree que el SLPI
estd involucrado en el control de la
protedlisis inducida por proteasas
neutrofilicas en los sitios de inflama-
cién como en las superficies de las
mucosas. Por otro lado, proteasas de
agentes patégenos pueden clivar al
SLPI alterando de esta forma sus pro-
piedades inhibitorias (Taggart, Lowe
etal. 2001). Esto ha sido demostrado
para proteasas de Trichomonas vagi-
nalis, Staphylococcus aureus, Pseu-
domonas aeruginosa o Porphyro-
monas gingivalis. La oxidacion de la
Met73 puede también disminuir la
capacidad inhibitoria del SLPI. Esto
puede ser relevante en enfermeda-
des pulmonares crénicas tales como
la fibrosis quistica, la neumonia o
la enfermedad pulmonar obstructi-
va crénica que se caracterizan por
una excesiva carga de proteasas de
origen endégeno o bacteriano, un
aumento del stress oxidativo y el
consiguiente dafio al tejido.

Por otro lado el SLPI posee pro-
piedades antimicrobianas tanto
in vitro como in vivo. La actividad
antimicrobial ha sido descripta
para Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp., Aspergillus fumi-
gatus y Candida albicans (Sallenave
2010). Ademas, el SLPI posee activi-
dad antimicrobiana contra micobac-
terias. En nuestro laboratorio hemos
descrito que el SLPI constituye un
nuevo receptor de reconocimiento
de patrones para micobacteria que
no solamente mata la bacteria sino
que ademas facilita su fagocitosis
por parte de los macréfagos tanto
humanos como murinos (Nishimu-
ra, Saiga et al. 2008; Gomez, Argue-
lles et al. 2009). La actividad antimi-
cobacteria del SLPI reside en el do-
minio WAP de la proteina y es muy
parecida a otros péptidos catiénicos.

La expresién de SLPI puede ser
aumentada en respuesta a estimu-

los inflamatorios como TNF-a y M.
tuberculosis e inhibida por adenovi-
rus y TGF-B (Sallenave and Shapiro
2008). Como ya se mencioné mas
arriba, ademas de la actividad anti-
microbiana, la principal funcién del
SLPI es inhibir la inflamacién blo-
queando la actividad proteolitica de
las serino-proteasas y disminuyendo
los niveles de varias citocinas proin-
flamatorias. La actividad antiinfla-
matoria también esta mediada por
la inhibicién de la degradacion pro-
teolitica de Ik y de la inhibicién de
la activacion del factor de transcrip-
cién NF-xB (Sallenave and Shapiro
2008). Ademas, el SLPI protege la
degradacion de factores que permi-
ten la resolucién de la inflamacién.

Por otro lado se ha descrito que
los macréfagos murinos que fagoci-
tan células apoptéticas producen un
aumento en la secrecion de SLPI que
estarfa relacionado con la resolu-
cién de la inflamacion y la homeos-
tasis (Odaka, Mizuochi et al. 2003).
Por dltimo, Samsom et al. propone
que la expresion de SLPI en CDs
en los ganglios linfaticos cervicales
contribuye a generar tolerancia en
las mucosas al disminuir la produc-
cién de agentes proinflamatorios
como IL-12 y MCP-1 (Samsom, van
der Marel et al. 2007).

El rol del SLPI en la respuesta in-
mune adaptativa es menos claro. El
SLPI puede modular el cambio de
isotipo disminuyendo los cambios
hacia 1gG e IgA sin afectar la proli-
feracion de las células B (Xu, He et
al. 2007). De hecho, en nuestro la-
boratorio demostramos que el SLPI
tiene la capacidad de inhibir la lin-
foproliferacion en distintos modelos
in vitro; efecto muy similar al des-
crito para otro inhibidor de serino-
proteasas presentes a nivel uterino
(Guerrieri, Tateosian et al. 2011).
El efecto inhibitorio del SLPI sobre
la proliferacién fue independien-
te del estimulo utilizado y también
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del efecto anti-serino-proteasa dado
que la molécula de SLPI oxidada,
que carece de actividad antiprotea-
sa mantiene su actividad inhibitoria
sobre la proliferacion. Este dato pre-
senta gran importancia fisiopatélo-
gica teniendo en cuenta que la ac-
tividad anti-proteasa de la proteina
puede ser inhibida en el microam-
biente inflamatorio por proteasas
y compuestos derivados del meta-
bolismo del oxigeno liberados por
los neutréfilos. El hecho de que la
oxidacién del SLPI no modifique la
actividad inhibitoria sobre la prolife-
racién linfocitaria indicarfa que este
efecto podria persistir atin en el sitio
de inflamacién. Se conoce la exis-
tencia de otras actividades del SLPI
que no dependen de la actividad
anti-proteasa, como por ejemplo la
actividad microbicida. Por otro lado,
también pudimos corroborar que el
SLPI modifica el estado de activa-
cién linfocitaria al disminuir la ex-
presion de CD25 o cadena a del re-
ceptor de alta afinidad para la IL-2.

Un paso clave en la activacién
linfocitaria es la activacién del factor
de trascripcion NF-kf. Precisamen-
te, el SLPI impide la translocacion
de NF-xp al ntcleo y por lo tanto la
transcripcion de genes proinflama-

torios. Como se ha descripto, los lin-
focitos CD4 colaboradores o helper
se pueden diferenciar hacia distintos
perfiles de células T colaboradores.
Esto es un proceso crucial de la in-
munidad adaptativa ya que define
el tipo de respuesta inmune que se
desarrollard en el organismo, la cual
deberia ser apropiada para erradicar
al patégeno. En este sentido el SLPI
es capaz de inhibir la produccién de
IFN-y, una citocina patognomémica
de las respuesta de tipo Th1, indu-
cida por microorganismos intracelu-
lares como por ejemplo Mycobacte-
rium tuberculosis. El efecto inhibi-
torio sobre la linfoproliferacién y la
inhibicién del perfil Th1 es mediado
por el SLPI a través de los monocitos
ya que el SLPI carece de actividad
cuando se evalla en poblaciones de
linfocitos depletados de monocitos.
Por el contrario, el efecto del pép-
tido se recupera cuando los mono-
citos son reincorporados al cultivo
de linfocitos depletados de mono-
citos y/o al agregar medios condi-
cionados de monocitos pre-tratados
con SLPI (Guerrieri, Tateosian et al.
2011). Aparentemente, el SLPI pro-
voca en los monocitos la liberacion
de un factor soluble que puede dis-
minuir la proliferacién linfocitaria.
Estos resultados sugieren la posibili-

dad de que el SLPI esté involucrado
en un fenémeno de polarizacién de
la respuesta inmune adaptativa.

Como se mencioné en la intro-
duccion, el SLPI es el principal inhi-
bidor local de la elastasa neutrofilica
liberado en respuesta a la elastasa.
Por lo tanto es altamente factible
que el SLPI se encuentre en un mi-
croambiente donde también exista
elastasa. Trabajos previos de nuestro
laboratorio demostraron que la elas-
tasa neutrofilica humana inhibe la
actividad linfoproliferativa de CDs
en cultivos mixtos alogénicos, au-
mentando simultaneamente los ni-
veles de TGF-f y disminuyendo los
niveles de IL-6 (Maffia, Zittermann
et al. 2007). Teniendo en cuenta que
la presencia de TGF-f en ausencia
de IL-6 polariza a los linfocitos T
hacia un perfil regulador, podria-
mos inferir que la elastasa induce
un perfil tolerigénico. De hecho, el
tratamiento de las CDs con elastasa
produjo un aumento significativo en
el ndmero de Treg (CD4+/FOXP3+)
mientras que el tratamiento con SLPI
inhibi6 la expresion de las Treg y la
produccién de TGF-f aumentando
simultdneamente los niveles de IL-6
e IL-17. Estos resultados estarian in-
dicando que el SLPI per se inhibiria
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Figura 5 Rol del SLPI como inmunoregulador. El SLPI promueve la generacién de CDs que
aumentan los linfocitos Th17 y disminuyen la produccién de linfocitos Treg. Ademads, ac-
tuando sobre monocitos bloquea la produccién de linfocitos Th1 y aumenta la produccién de
citocinas del perfil Th2 in vitro.
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la expresion del perfil Th1 y, que en
presencia de elastasa, inhibiria la
expresion de las Treg favoreciendo la
diferenciacién hacia un perfil Th17
que esta implicado en respuestas in-
munes contra bacterias extracelula-
res y algunos hongos pero también
en enfermedades autoinmunes (Sa-
llusto, Zielinski et al. 2012).

Un aspecto que caracteriza a las
células Th17 es su alta capacidad de
produccién de IL-17. Esta citocina
estimula la producciéon de neutréfi-
los en la médula 6sea como asi tam-
bién la produccién de TNF-a, IL-6,
quimiocinas y metaloproteasas favo-
reciendo la infiltracién local de neu-
trofilos. Sin embargo, es importante
tener en cuenta que la IL-17 presen-
te en el medio no siempre proviene
de células Th17. Recientemente, se
ha descripto que algunas células lin-
foides innatas tienen la capacidad
de producirla (Sutton, Mielke et al.
2012). Las células linfoides innatas
son células linfoides que carecen de
receptores antigénicos (TCR o BCR)
y que responden rapidamente frente
a una variedad de noxas. Su funcién
principal es participar en la forma-
cién de tejidos linfoides, la repara-
cién de tejidos dafados, la homeos-
tasis tisular y la inmunidad frente
a microorganismos. Solamente un
subtipo de estas células linfoides
innatas es capaz de producir IL-17
y esta poblacion se caracteriza por
expresar el factor de transcripcion
Roryt. Algunas de estas células tam-
bién producen IL-22 que al actuar
sobre células epiteliales aumentan
la produccién de los péptidos anti-
microbianos.

Resulta contradictorio que la
elastasa, una molécula que se en-
cuentra implicada en procesos in-
flamatorios como el dano generado
por isquemia-reperfusion, el dafio
pulmonar agudo inducido por endo-
toxina y la artritis inducida por co-
lageno, pueda estar favoreciendo la

generacion de células Treg. Por otro
lado, es sorprendente que el SLPI,
una molécula anti-inflamatoria, esté
inhibiendo a las células Treg princi-
pal mecanismo de homeostasis de
la respuesta inmune adaptativa y a
su vez favorezca la generacién de
las células mas inflamégenas como
son las Th17. Se sabe que las células
Th17 son potentes inductores de la
inflamacién en los tejidos y han sido
asociadas con la patogénesis de mu-
chas enfermedades autoinmunes ex-
perimentales. Sin embargo, si bien
existe una relacién reciproca mutua-
mente excluyente entre las células
Th17 y las Treg in vitro, todavia no
existe evidencia que demuestre que
este comportamiento también se
observe in vivo. La hipétesis que se
puede plantear es que la actividad
anti-inflamatoria del SLPI e inflamé-
gena de la elastasa se da en un pri-
mer momento en la respuesta inmu-
ne innata que podria autolimitarse
por los mecanismos homeostaticos.
sPero qué sucederia si perduraran
estos estimulos hasta el desarrollo
de una respuesta inmune adaptativa
o se mantienen elevados por mucho
tiempo? En estos casos, es probable
que el efecto generado sea opuesto
al deseado y al descrito en la res-
puesta inmune innata. Este tipo de
accion dual y opuesta no es inusual.
Por ejemplo, este tipo de compor-
tamiento diferencial en la respuesta
inmune innata y adaptativa también
fue descrito para el TGF-p (Wahl
2007).

Es importante reconocer y dife-
renciar las acciones fisiologicas de
los mediadores de los efectos farma-
colégicos. Por ejemplo, la capacidad
del SLPI de inhibir la manifestacién
de una enfermedad autoinmune se
puso de manifiesto en un modelo de
orquitis autoinmune experimental.
La orquitis autoinmune es una en-
tidad caracterizada por una orquitis
focal con espermatogénesis que sue-
le acompaifiarse por un alto nivel de

anticuerpos anti-espermdticos. Pue-
de ser consecuencia de obstruccién
unilateral del conducto deferente,
post-cirugia o post-infeccion o ma-
nifestaciones de una enfermedad
sisttmica como la poliarteritis nu-
dosa u otros cuadros autoinmunes
como el sindrome de Sjogren. La
orquitis autoinmune experimental
(OAE) es una enfermedad mediada
sobre todo por linfocitos T y regula-
da por factores locales, genéticos e
inmunitarios. Los signos tempranos
de la enfermedad son la infiltra-
cién intersticial, perivascular y pe-
ritubular de macréfagos y linfocitos
TCD4*. Las células germinales son
el blanco del ataque inmunolégico;
se produce apoptosis de espermato-
citos y espermatides, descamacién
del epitelio germinal, aspermatogé-
nesis e infertilidad. La efectividad
del SLPI para inhibir las manifesta-
ciones clinicas de la orquitis sugiere
la capacidad “farmacolégica” anti-
inflamatoria e inmunosupresora del
SLPI en un modelo de enfermedad
autoinmune. El mecanismo de ac-
cién del SLPI en el modelo de OAE
no fue examinado pero es probable
que el efecto sea mediado durante
la fase efectora de la enfermedad ya
que la administracion del SLPI, una
vez finalizado el periodo de sensibi-
lizacidn, inhibié las manifestaciones
de la enfermedad de la misma mane-
ra que cuando se administré al SLPI
durante la fase de sensibilizacion
(Guazzone, Guerrieri et al. 2011).
Cabria preguntarse: ;Por qué no se
puso en evidencia el efecto pro-in-
flamatorio del SLPI? Seguramente, la
expresion de un determinado efecto
dependera de las concentraciones
del factor y/o del momento de apa-
ricién del factor en el contexto del
modelo experimental utilizado.

En los experimentos realizados
en el modelo de enfermedad au-
toinmune, quedé demostrado que
el SLPI presenta un efecto protec-
tor en esta patologia. Pero ademas,
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su capacidad inmunomoduladora
también fue evaluada en modelos
de respuestas inmunes exageradas
como por ejemplo las respuestas in-
munes alogénicas como las que se
observan en el rechazo de trasplante
de piel. En este modelo el SLPI tam-
bién demostré su potencial inmu-
nosupresor ya que los animales tra-
tados con SLPI tardaron mas en re-
chazar el implante. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por
Schneeberger y col. que demuestran
que ratones SLPI”- presentan mayor
necrosis y menor funcién cardiaca
en un modelo de trasplante cardia-
co. Ademds, la administracion de
SLPI en la solucién que preserva el
tejido durante la isquemia/reperfu-
sion mejora el funcionamiento del
implante (Schneeberger, Hautz et al.
2008).

La relevancia de los hallazgos
del SLPI en cuanto a su efecto in-
munomodulador e inmunosupresor
también se pusieron en evidencia en
patologias pulmonares. Por ejemplo,
pudimos observar que los niveles de
SLPI sérico se correlacionan de ma-
nera inversa con los niveles de pro-
liferacion de células mononucleares
de sangre periférica en pacientes
con cancer de pulmén y con EPOC.
Analizando en forma conjunta los
pacientes con EPOC y con céncer
de pulmén es posible establecer una
concentracién plasmatica de 60 ng/
ml como valor de corte; de tal ma-
nera que los pacientes que presen-
tan niveles séricos por encima de
60 ng/ml tienen una proliferacién
linfocitaria menor, comparada con
aquellos pacientes que tienen valo-
res por debajo de 60 ng/ml (datos no
publicados).

B CONCLUSIONES FINALES:

La meta de las terapias que tie-
nen como blanco terapéutico a los
neutréfilos es la de suprimir la infla-
macién como en el caso de la artri-

tis reaumatoidea, la osteoartritis y la
enfermedad pulmonar obstructiva
crénica. Sin embargo, las terapias
anti-inflamatorias actuales tienen
varios inconvenientes. Las terapias
con corticoides y anticuerpos mono-
clonales humanizados aunque son
bastante efectivas tienen el inconve-
niente de presentar reacciones ad-
versas como por ejemplo el aumen-
to de la susceptibilidad a infeccio-
nes o su reactivacion, tal como es el
caso de la tuberculosis latente. Una
aproximacion alternativa podria ser
bloquear individualmente alguna
enzima de los neutréfilos como la
elastasa. En este caso el SLPI podria
funcionar como agente terapéutico
al bloquear la elastasa y reducir el
proceso inflamatorio debido a sus
funciones inmunoreguladoras. Sin
embargo, este enfoque puede ser
beneficioso pero no garantiza que a
través de mecanismos redundantes
la inflamacién prosiga. Por lo tanto,
la inhibicién de la elastasa sin inhi-
bir la catepsina G o la protinasa 3
o las metaloproteasas podria no ser
suficiente para detener la inflama-
cion.

Finalmente, el SLPI tiene capaci-
dad inmunomoduladora al inhibir la
proliferacion linfocitaria actuando
directamente sobre los monocitos,
inhibe la expresion de un factor
de transcripcion caracteristico del
perfil Th1, disminuye los niveles de
Treg y aumenta los niveles de Th17
al menos in vitro. Sin embargo, en
modelos in vivo de repuesta infla-
matorias exacerbadas, el SLPI gene-
ré proteccion frente al dafo tisular,
una menor respuesta en las pruebas
de hipersensibilidad retardada y au-
menté la sobrevida de los injertos en
animales trasplantados. Estos efec-
tos podrian tener una implicancia
clinica ya que el SLPI podria ser una
nueva herramienta terapéutica en
procesos inflamatorios crénicos, en
patologias donde la terapéutica cla-
sica ha fracasado.

B GLOSARIO

Complemento: componente de la
inmunidad innata humoral

DAMP: Patron Molecular Asociado
a Dano

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obs-
tructiva Crénica

Noxa: factor capaz de ocasionar
perjuicio a un individuo

Opsonizar: proceso que favorece la
fagocitosis

PAMP: Patrén Molecular Asociado a
Patégenos

Quimioatractantes: toda sustancia
que atrae algun tipo celular

SLPI: Inhibidor Secretorio de Protea-
sas Leucocitarias
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