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INMUNIDAD, ELECTROMAGNETISMO y ENVEJECIMIENTO

Angel Alonso y Jorge Norberto Cornejo
Div. Alergia e Inmunologia.-Hospital de Clinicas.-Facultad de Ingenieria.-UBA.-

Sociedad Cientifica Argentina.-Academia Nacional de Ciencias de Buenos Aires.
INTRODUCCION
1.- El fenémeno inmuno-alérgico y sus origenes en el mundo.

La alergia es un estado particular que afecta a determinados individuos y ha motivado a
muchos investigadores de las ciencias basicas y aplicadas a desenmascarar su naturaleza y
el por que de los cuadros clinicos que engendra. Son innumerables los estudios orientados
con tal fin que han revelado hallazgos convincentes acerca de su origen y caracteristicas y
aunque discutidos en el pasado se aceptan hoy sin dilaciones por su rigor cientifico.

Los aspectos inmunolégicos de las enfermedades alérgicas han constituido el pilar
fundamental para sostener lo antedicho y condenar a sus detractores a un ostracismo
intelectual.

En los ultimos decenios del siglo XX, los logros adquiridos, algunos de ellos cercanos a la
ciencia-ficcién (anticuerpos monoclonales) posibilitaron la definitiva incorporacién de la
especialidad a la practica médica.

La existencia de muchas enfermedades, en especial, las pestilenciales, ha corrido pareja con
la del hombre. También la alergia ha existido desde tiempos remotos, mas su condicién de
no contagiosa, ergo no epidémica, siendo un mal individual mas que grupal, hace que su
historia sea menos bulliciosa que la de otras enfermedades. Primitivamente es conocida sdlo
por algunas observaciones casuales desperdigadas en los escritos de los que, se supone,
fueron los primeros observadores. (1-2-34:5:6:7-8:9)

Asi, Hipécrates (460-377 AC), el primer escritor médico ilustre y acreditado, escribié sobre
muchos temas y entre ellos, sobre el queso y sus efectos sobre el hombre. Decia: "Me
parece...que nadie se hubiera esforzado en buscar los medicamentos, si la misma dieta
hubiera convenido a los que gozan de buena salud y a los enfermos...El queso no resulta
igualmente dafino a todos los hombres; algunos lo pueden comer a saciedad sin que les
ocasiones ningun mal, y en ese caso les da una fuerza asombrosa; pero otros no lo soportan
bien, sus constituciones son distintas, y difieren a este respecto, que aquello que en sus
cuerpos es incompatible con el queso, se subleva y conmueve por esto; y los que tienen en su
organismo este humor en mayor cantidad e intensidad sufriran probablemente mas por ello.
Pero si el queso fuera nocivo a toda la naturaleza humana, hubiera hecho dafio a todos."
Notable observacién de quien viviera en el siglo de oro de Pericles. (10-11-12-13-14-15-16-17).

Otro célebre, Tito Caro Lucrecio (109? 98? - 55 AC), poeta latino, fue autor de un solo
escrito, pero que es la contribucién més famosa de la Roma de su generaciéon. En su obra,

un poema filoséfico titulado De Rerum Natura (De la Naturaleza de las Cosas), exposicién
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didactica y lirica del sistema de Epicuro, dada a conocer después de su muerte por su amigo
Cicerén (ningtn escritor coetdneo, a excepcién de Cicerén, parece haber tenido conocimiento
de la existencia de Lucrecio). (1819-2021-22:23).

No hace mucho tiempo algun investigador muy critico sugiri6 la idea de que quiza Lucrecio
y Ciceron fueran la misma persona. Se insinu6 que como Cicerdn tenia muchas cosas que
decir que podian ser demasiado liberales, atribuyé sus propios ensayos a su amigo, sabiendo
que no se puede vituperar a un muerto. (2425262728.

Desde entonces los sabios han convenido que Lucrecio revelaba en sus escritos tener mas
conocimientos que Cicerén; luego, (es probable que existiera realmente) dijo algo sobre la
alergia, aunque sin emplear un término técnico particular. Basandose en su sutil
observacion de la naturaleza escribié: "lo que es alimento para algunos, puede ser para
otros un veneno violento", por lo que demostré ser un buen observador y hasta un mejor
conocedor de la alergia, que los que desde entonces traducen erréneamente su dicho. Hoy
se aprecia que Hipdcrates y Lucrecio, no en vano egregios, hace mas de 2000 afios
descubrieron una reaccién anormal al ingerir ciertos alimentos inofensivos. En este caso, no
hicieron otra cosa que describir la "idiosincrasia", que hoy integra el gran grupo de
reacciones adversas por alimentos. (29-30-31-32:33-34-35-36).

1.1. Idiosincrasia.

n n

Palabra griega que proviene de los vocablos "idios": propio, "sun": son y "krasis":
temperamento, o sea, el temperamento propio por el cual se distingue uno de los demaés.
Este concepto, derivado de la filosofia natural de los griegos, es empleado en medicina para
designar "una disposicién reactiva particular e individual”.

Pedanio Dioscorides fue el primero en relacionar esta manera de reaccionar, denominada
por él "idiosynkristia", con los alimentos: "Con mads frecuencia sufren (los sensibles) en su
cuerpo una "idiosynkristia", en particular respecto de ciertos alimentos y bebidas". 73839
Tras él, varios establecieron en la antigiiedad el concepto de idiosincrasia, entre los que
corresponde citar a Claudio Ptolomeo (s. II dC), a Sorano (s. II dC), a Claudio Galeno (130-
200, que era conocedor de un trastorno identificable con la alergia a la leche de vaca), al
Talmud Babilénico (s. II dC, que daba instrucciones precisas para combatir una
hipersensibilidad intestinal al huevo), a Sexto Empirico (s. III) y a Oribasio (325-403). “0-41-
42-43).

En la Edad Media, se encontraron descripciones de algunos fenémenos, donde se destacan
los sintomas asmaticos, de urticaria o equivalentes al edema de Quincke e incluso los
propios del choque alérgico. La fiebre de la rosa o del heno era considerada como una
enfermedad particular.

Los médicos del Humanismo y Renacimiento eligieron el término "antipatia" (del griego
"anti": contra y "pathos" afeccién) al de idiosincrasia, pero mezclaron ejemplos univocos de
alergias a alimentos y medicamentos con descripciones fantasticas de cuadros clinicos y
fenémenos neuropaticos muy extensos.

Sin embargo, idiosincrasia y antipatia, eran mas bien rétulos y no una explicacion de lo que
sucedia con ciertos fenomenos.

El escaso numero de descripciones primitivas de casos que presentaban signos y sintomas

de alergia podria deberse a:



a)’ los primeros médicos consagraron sus escrituras a las enfermedades epidémicas;

b): la imprenta no se utilizé sino alrededor del siglo XV;

c): hasta ese momento, pocos eran los que escribian;

d): se confeccionaban pocos ejemplares de las obras y la mayor parte de estos se perdieron;
e): los temas predominantes versaban sobre generalidades, méas bien que sobre casos
especificos o aislados, o acerca de algiin mal peculiar que podia ser interpretado como de
orden puramente nervioso o imaginario, y,

f): no existian historias clinicas de los casos sino descripciones de episodios aislados
interesantes al revés de lo que sucede actualmente. ¢44546-47-48-49)

Afortunadamente, algunos médicos mencionaron los signos y sintomas de episodios
alérgicos, hallandose anotaciones que datan desde los tiempos lejanos de Hipécrates. El
acreditado Padre de la Medicina, natural de la isla de Cos, ya empleaba el vocablo asma
(del griego "asthma™ jadeo) aunque sélo para indicar una dificultad respiratoria.  Desde
entonces, cualquiera que estuviera "jadeante" tenia asma.

Recién en 1607, Johann Baptista van Helmont, médico y quimico belga, describié un tipo de
respiracién dificultosa que acontece en los ataques espasmddicos, con periodos de calma
cuando desaparecen los sintomas, estado que se diagnostica actualmente como asma
bronquial. (60-51-52:53:54:55).

Thomas Wither, en 1787, describié el asma tipico provocado por un colchén de plumas:
"Conozco muy bien ciertos enfermos que sufren muy pronto un ataque convulsivo de ahogo
asi que se acuestan en una cama que les es extrana, cuyo colchén ha sido rehecho con
nuevas plumas, las cuales desprenden un olor que les es, de un modo raro, extremadamente
molesto, aun cuando otros apenas lo adviertan."

También Hipécrates describié las ronchas urticarianas causadas por picaduras de insectos
acompanadas de descomposturas del estémago.

El dermatélogo inglés, Thomas Masterman Winterbottom (1766-1859), no toleraba las
almendras dulces que le producian urticaria, pero a veces también ataques peligrosos de
edema de Quincke. Se lo comunicé asi a su amigo Robert William (1757-1812), quien el afio
1798 publicé: "La primera vez, aun después de no haber comido una cantidad excesiva de
almendras, sufri6 nduseas, molestia y presién en el estémago e intestinos (pero sin ningtn
dolor fijo), gran desasosiego y una sensacién progresiva de calor. Estos ataques fueron
seguidos pronto de una hinchazén edematosa de la cara, sobre todo de los labios y nariz ...
Experimentd, ademds, una comezoéon desagradable en el cuello, que provocd una tos molesta
y la contraccién de las fauces, con la amenaza de asfixia. También la lengua se hinché y se
volvié mas rigida, lo que sélo le permitia hablar despacio y balbuceando."”

En 1841, Conrad Heinrich Fuchs (1803-1855), cité ciertos estimulantes o condimentos como
causantes de la urticaria: "hay empero, individuos que presentan esta forma de urticaria
cuando comen manjares, fresas, frambuesas, miel, almendras dulces, totalmente inocuos
para otra gente..."

Existen relatos cuyas descripciones se orientan hacia el choque alérgico. Asi, Johann
Christian Bautzman, observd, en 1869, un cuadro clinico impactante después de comer
mariscos, y lo testimonié asi: "Muchos comen con avidez mariscos sin sufrir dano alguno.
He visto, no obstante, a mujeres, a jévenes y a nifios, los cuales, cada vez que comen
mariscos se sienten mal; sufren dolores en el corazén, su sudor es frio, tienen tendencia a



desmayarse y se quejan de hinchazoén en el vientre, cara y extremidades, lo que hace temer
por su vida."

Respecto de la fiebre de la rosa (luego llamada fiebre del heno y actualmente polinosis),
Dioscérides, el médico y naturalista griego (llamado también el "principe de los
farmacélogos"), y Plinio "El Viejo" (Cayo Plinio Segundo, 23-79), naturalista romano y autor
de una pintoresca y famosa "Naturalis Historia", describieron la accién danina de los
platanos sobre la salud del hombre atribuyendo dicho perjuicio a los pelos que crecen sobre
sus hojas.

En 1565, Leonardo Botallo, médico paduano, escribia: "Conozco a individuos, en lo demas
sanos, que sienten repugnancia justificada por el aroma de las rosas, pues éste provoca en
ellos dolor de cabeza, los estimula a estornudar y origina comezén muy intensa en la nariz."

1.2. Anafilaxia.

Aunque los jeroglificos egipcios sugieren casos de muerte por choque anafilactico debido a la
picadura de insectos (Hymendpteros) hace 4000 afios, la més acabada comprensién del
intimo mecanismo de dicho fenémeno bioldgico adquirié trascendencia en el siglo XX.

Se sabia ya en la antigliedad que la ingestiéon de materia patégena, en dosis o forma de
administracién adecuada, podia proteger al organismo contra la misma sustancia.

Se explican asi las experiencias en las cuales, a consecuencia de la ingestién paulatina de
cantidades minimas de venenos, el organismo se habituaba a ellos (Mitridatismo); adquiria
una resistencia contra el veneno, concepto que pas6 a formar parte de la idiosincrasia, de
antiguo cuno. De esta mezcla de empirismo y realidad nacieron los ensayos sobre venenos y
anti-venenos, asi como toxinas vs. anti-toxinas, que desde la quimica hasta la inmunologia,
atrajeron la atencién durante las edades Media, Moderna y Contemporanea.

La referencia mas remota de la que se tiene conocimiento data del siglo I aC; tal era el
efecto logrado por la toma metdédica de la "triaca magna" promulgada por Mitridates y
sostenida por Andrémaco. La "triaca" o "teriaca", envuelta en la leyenda, contenia como
ingrediente principal carne de vibora; fue el agente profilactico mas célebre de la
Antigliiedad y del Medioevo. Sélo después del descubrimiento de la vacunacién antivaridlica
en 1798 por Edward Jenner (1749-1822), este concepto fue desvirtuado y excluido del
patrimonio de la medicina cientifica.

En 1667, el francés Jean Denis observé durante sus primeras experiencias de transfusion
de sangre, practicadas reiteradamente en un sirviente parisiense, sintomas similares a los
del choque anafilactico.

Ma4s sistemadticas y concretas resultaron las experiencias de Francois Magendie (1783-
1855), que en 1824, después de repetidas inyecciones de suero humano a conejos, advirtié
fenémenos patoldgicos intensos, con graves trastornos convulsivos, pérdida del conocimiento
y derrames articulares.

Mas adelante, en 1832, siguiendo la misma linea experimental, reemplazé el suero humano
por la albumina del huevo, sustancia que inyectd rapidamente a conejos y perros. En todos
los casos obtuvo respuestas similares y en muchos de ellos se produjo la muerte repentina
con asfixia.



El germano Theodor Ludwing Bischoff (1807-1882), observé, en 1835, convulsiones en un
gallo, semejantes a las pruebas realizadas por Magendie.

En 1841, Alfred Donné (1801-1878), usé en sus experimentos inyecciones de leche y
describié casos mortales tras repetidas administraciones: "Veintiocho de marzo de 1841:
inyeccién de 26 gr. de leche en la vena femoral de un conejo negro... el animal parece estar
algo alterado; sin embargo, se restablece pronto y no sufre ningin trastorno. Dieciséis de
abril: repeticiéon de la inyecciéon de 26 gr. de leche en la vena femoral del mismo conejo... el
animal apenas puede mantenerse erguido; muere poco después de la operacion."

También Ludolf von Krehl (1861-1937), comprobé en 1895, que los enfermos reaccionaban
mas intensamente a la segunda inyeccion parenteral de leche que a la primera dosis. En las
postrimerias del siglo XIX, se realizaron variadas experiencias empleando la peptona de
Witte, muy en boga entonces, como producto de degradaciéon de la albimina; resultando
llamativos los fenémenos anafilacticos observados, tales como descenso de la presién
arterial, trastornos diarreicos, ataques convulsivos, trastornos de la coagulacién y descenso
de la temperatura, que se manifestaron después de la administracién de dosis repetidas. Se
orientan a este respecto los trabajos de Adolf Schmidt Miilheim (1841-1926), Giulio Fano
(1856-1930) y Richard Neumeister (1854-1905).

Max Matther (1865-1930), en 1894, atribuyé los sintomas anafildcticos a la inyeccién
reiterada de sustancias proteicas, responsables de que el organismo adquiera otra manera
de reaccionar. Ese mismo afno, Simon Flexner (1863-1946), confirmé las experiencias
iniciales de Magendie asegurando que los animales que resistian sin inconveniente una
dosis de suero de perro, dejaban de existir luego de recibir una segunda inyeccién,
administrada algtin tiempo después. Charles Richet (1850-1935), profesor de Fisiologia de
la Universidad de Paris en colaboracién con su discipulo J. Hericourt, realizé trabajos de
Inmunizacién en el perro inyectando suero téxico de anguila; pero, en 1898, pudo comprobar
que la segunda y, en forma mas marcada aun, la tercera inyeccién, enfermaban gravemente
al perro ocasionéandole la muerte. 657-58).

En 1901, Richet, esta vez junto a Paul Portier, (1866-1962), inici6 una nueva serie de
experimentos inmunolégicos como confirmaciéon de la linea originalmente trazada. Los
hallazgos de ambos investigadores fueron proporcionados por el relato de Richet: "Durante
un crucero, en el yate (Princesse Alice II) del principe Alberto de Ménaco (Alberto I, 1848-
1922, oceandgrafo), éste sugirié (quizds porque sus actividades como bafista habian sido
estorbadas por la medusa; el viaje, alentado por el principe, tuvo como objetivo estudiar el
principio activo de la medusa productor de urticaria, a la vez que si era debida a toxinas), a
Portier y a mi, un estudio sobre la toxina producida por la Physalia (medusa conocida con el
nombre de "guerrero o acorazado portugués"), que se encuentra en los mares del sur. Se
llevaron a cabo experimentos a bordo del yate, los cuales probaron que un extracto acuoso
glicerinado de filamentos de Physalia era en extremo téxico para los patos y conejos. De
retorno a Francia, no pude obtener Physalia y decidimos estudiar por métodos comparativos
los tent4culos de la Actinaria (anémona de mar). Mientras nos esforzdbamos en determinar
la dosis téxica de los extractos, pronto descubrimos de debian transcurrir varios dias antes
de poder determinarla, ya que la muerte de los perros, a los que habia sido administrada,
no ocurria hasta el cabo de cuatro o cinco dias después y, a veces, ain mas. Conservamos
aquellos perros que no habian recibido dosis suficiente para morir, con el fin de
experimentar en ellos una segunda investigacién, una vez curados. En este punto ocurri6
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un suceso 1mprevisto. Los perros que se habian recuperado, se mostraron
extraordinariamente sensibles a las pequenas dosis administradas luego, y murieron pocos
minutos después de haberlas recibido. El experimento mas tipico, en el que el resultado fue
indiscutible, lo llevamos a cabo en un perro particularmente sano (Ilamado "Neptuno"). Le
fue administrado primero 0,1 ml del extracto glicerinado sin que llegara a enfermar;
veintidds dias mas tarde, ya que se encontraba perfectamente sano, le di una segunda
inyecciéon con igual dosis. En pocos minutos enfermé gravemente; su respiracion se volvid
angustiosa y jadeante; apenas si podia arrastrase, se tendié de lado, fue presa de diarrea,
vomité sangre y murié en veinticinco minutos." Esto pas6 el 10 de Febrero de 1902.

La profilaxis esperada habia fracasado. El hecho fue luego comprobado y recibié de sus
descubridores, por oposicién a los términos "profilaxia" o "profilaxis" entonces en uso, los
nombres técnicos de "anafilaxia" o "anafilaxis" (del griego, ana® sin, contra, y phylaxis:
proteccién), esto es, "anti-defensa" o pérdida de la proteccién.

El término anafilaxia fue aceptado por todos. Este fenémeno atrayente pronto ocupd la
atenciéon del mundo cientifico. La primera publicacién, de sélo dos paginas y media, es hoy
uno de los trabajos clasicos de medicina. Su descubrimiento le valié6 a Charles Richet el
Premio Nobel de Medicina en 1913. También los trabajos de Richet y Portier abrieron
camino a algo totalmente nuevo, la hipersensibilidad adquirida, cimiento de la nueva
doctrina de la alergia.

1.3.- Alergia.

En los albores del siglo XX, ademas de Richet, Portier y Hericourt, investigadores de la
talla de von Behring, Arthus, Smith, Rosenau, Anderson, Otto, Gay, Wolf Eisner, Besredka
y Schick, entre muchos otros, recurrieron a la experimentaciéon animal para aclarar los
numerosos problemas surgidos en los fenémenos de la hipersensibilidad.

Sin embargo, Clemens von Pirquet (1874-1929), pediatra vienés, fue quién, basandose en
las observaciones y experiencias clinicas sobre seres humanos, senté ingeniosamente los
principios que desde entonces han constituido la base de la moderna "alergia", vocablo que
ided en 1906 (del griego, allos: otro, y érgon: trabajo, actividad, reaccién). Asi dijo: "Después
de la inyecciéon del antigeno, el organismo adquiere la facultad de reaccionar de modo
distinto contra aquél. Este trastorno de la reaccién comienza en el mismo momento en que
aparecen los anticuerpos; le atribuimos una reaccién del organismo del tipo anticuerpo ... El
vacunado se conduce respecto de la linfa de la vacuna, el luético respecto del virus sifilitico,
el tuberculoso respecto de la tuberculina y el inyectado con suero respecto de éste tltimo, de
modo distinto como lo hace un individuo que nunca ha estado en contacto con el respectivo
agente; se halla muy lejos, por ello, de ser insensible. Todo lo que podemos decir es que su
facultad de reaccionar se ha alterado. Para este concepto general de la facultad alterada de
reaccionar, propongo la expresién alergia." (6960

El término, que sigue vigente hasta nuestros dias, implica la descripcién fenomenolédgica de
un hecho bioldgico, siendo la base fisiopatolégica del choque antigeno-anticuerpo o de la
actividad linfocitaria.

Sin duda, el valor inventivo de la palabra "alergia" radic6 en el ordenamiento global de
todos los fenémenos de hipersensibilidad especifica. En 1923, Arthur Fernandez Coca
(1875-1959), inmunoélogo estadounidense con el asesoramiento de su amigo, el filélogo
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Edward D. Perry (1856-1938), acuié el término "atopia" (del vocablo griego 4topos: no en el
mismo lugar, inhabitual, raro, paradéjico) para designar Unicamente los fenémenos de
hipersensibilidad de reacciéon inmediata.

Podriamos bautizar asi a la alergia atdpica como a aquellos cuadros clinicos del tipo I de
Gell & Coombs mediados por la IgE y, por cierto, diferentes a los del tipo IV o linfocito-
dependiente, que también son otra expresion alérgica.

Dentro del primer grupo, el asma y la polinosis, son las entidades mejor estudiadas y de
larga trayectoria, por lo que merecen ser desarrolladas histéricamente en forma especial.

1.4.- Asma bronquial.

El término asma (del griego, asthma: sofocacién, jadeo) ha sido utilizado no sélo en la
literatura médica sino también a través de la pluma de los poetas, filésofos e historiadores
desde la era precristiana.

Homero (s. IX aC) lo menciona en algunos de sus célebres pasajes griegos déndole un
significado de cierta forma de respiracién "ruidosa" tanto que se torna audible para quién la
observa. Horacio (Quinto Horacio Flaco, 65-8 aC) asegura que sufria de asma en Roma,
pero no en su morada campestre lejos de aquélla.

Séneca "el Joven" (Lucio Anneo, 4-65 dC) considera el asma como uno de los més penosos
sufrimientos que, por otra parte, también él lo padecia.

Acaso basten estos 3 ejemplos entre muchos otros méas cercanos en el tiempo, para dar una
1dea, salvando las distancias conceptuales entre médicos y literatos, de lo remoto y vasto
que resulta el historial de esta afeccién.

Entre las mas antiguas referencias médicas sobre ciertos sintomas que recuerdan a los del
asma, figuran, sobre todo, las descripciones de los médicos griegos del siglo V aC, no
obstante que hayan confundido al asma con otros tipos de disneas.

Hipécrates empleaba la palabra asma, documentada en el Corpus Hippocraticum, sélo para
indicar una dificultad respiratoria. Ponia énfasis en los factores climéticos (el frio y la
humedad) como desencadenantes del asma sobre un terreno intrinseco determinado de
dichos enfermos. Este terreno estaba referido a los tipos fisiolégicos constitucionales segun
el dominio de uno de los temperamentos, el sanguineo, el flematico, el bilioso y el
melancoélico. Cabe aqui recordar la teoria hipocratica de que la funcién de las partes del
cuerpo se debia a la actividad de los 4 humores: sangre, flema, bilis amarilla y bilis negra,
procedentes del corazon, del cerebro, del higado y del bazo, respectivamente, segin la
escuela de Cos. La armonia de los humores, debida a la accién del "calor congénito" y al
mantenimiento de los alimentos, hacia que un individuo fuera sano.

Retomando los factores extrinsecos, en un opusculo titulado "Sobre los aires, las aguas y los
lugares", trata el clima griego y su influencia sobre los habitantes de cada regidn,
aventurando la opinién de que los inviernos poco bonancibles del sur helénico propenderan
al asma, entre otros padecimientos, especialmente en los nifios.

Con la marcha del tiempo se agrega otro término al vocabulario médico: disnea (del griego
dys: dificultad y pnoia‘ respiracién, y luego del latin, dispneae: respirar mal) complicando
los conceptos posteriores tendientes a interpretar las afecciones respiratorias ligadas con la
dificultad respiratoria.
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De tal manera, Celso (Aulo Cornelio, 25 aC-45 dC), un notable enciclopedista-compilador,
seguidor de la doctrina hipocratica, y que con probabilidad no practic6 la medicina, colocaba
al asma entre la disnea y la ortopnea, utilizando el término s6lo en el sentido de fatiga por
dificultad respiratoria, pero sin sospechar el claro distingo existente entre este sindrome y
las otras disneas. Asi, intentd una clasificacién, a la que se ajustaron durante siglos varios
médicos, entendiendo por disnea a la dificultad respiratoria ligera y sostenida, por asma a
la forma aguda e intensa, y por ortopnea a la afeccién maxima.

Areteo de Capadocia (s. I-II dC), maximo noségrafo de su época y cultor de la escuela
ecléctica, derivacion de la neumatica, fue el primero que describié el acceso de asma. En su
magistral obra "Sobre las causas y los signos de las enfermedades agudas o crénicas," hizo
una grafica y no menos patética descripcion de la crisis asmatica, parangonando la
angustiosa situacién del paciente con la de aquellos que mueren ahorcados.

Establecid, a su modo, la separacién ente el asma y las otras disneas, pero sin distinguir las
de origen bronquial y cardiaco entre si, por lo que no prosperd entre sus coetaneos. Areteo,
siguiendo a Hipécrates, asegurdé que la causa del asma radica en el frio y la humedad, al
1gual que en los esfuerzos fisicos, y refiriéndose a la secrecién bronquial, que el material es
un humor grueso y viscoso.

Hasta aqui imperaba la mentalidad de la medicina helenistica con todo su desarrollo y
diversificacién en el seno del Imperio Romano, siendo su genio inicial Hipécrates y su figura
final Galeno.

Galeno sostenia que el asma era motivado por la presencia de humores espesos y
deslizables que ocupaban las vias aéreas y dicha afeccidon se podia asemejar con la disnea,
la que pudo producir experimentalmente en perros haciéndoles una seccién medular alta.
Asi naci6 la teoria que dominé el pensamiento médico hasta después del Renacimiento, en
el sentido de que seria una alteracién de la inervacién la causa del mal. Con la muerte del
pergameno parecié extinguirse la capacidad creadora de la medicina helinistico-romana.
Entre las escasas figuras posgalénicas de relieve cabe destacar al nimida-bizantino Celio
Aureliano (350-400 dC), expositor de la escuela metédica de Asclepiades y Sorano. En su
obra "De morbis autis et chronicis" traté entre muchos otros males el tema del asma, al que
distinguié entre otras disneas como la neumonia, la ortopnea y otros padecimientos,
aconsejando medidas terapéuticas y profilacticas interesantes."

De los escritos médicos de la Alta Edad Media, vale la pena mencionar el testimonio por
Musa ben Maimun (Maiménides, 1135-1204), médico-filésofo-talmudista nacido en
Cérdoba-Espana.

Escribié un tratado de medicina compuesto por 10 volimenes, siendo el primero de ellos
dedicado al asma, abordando, mas que su sintomatologia, su tratamiento. Presté sus
jerarquizados servicios médicos al Sultan Saladino de Egipto, quién padecia de rinitis y de
asma alérgicas. El Tratado de Asma contiene las cartas que Maimoénides dirigié a Su
Alteza, escritas en arabe, realizando sus advertencias y recomendaciones para tratar la
enfermedad que le aquejaba. Su mérito radica en haber hecho hincapié en: el efecto del
clima, la necesidad de respirar el aire més puro posible, la dieta, la regulacién de los
esfuerzos fisicos, la prudencia en el uso de medicamentos, una vida de habitos sanos y el
control de las emociones. Sent6 la pluralidad etiolégica, destacando la existencia de
alergenos inhalantes, ingestantes y contactantes, anticipando el camino de la profilaxis de
exposicién. (616263
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Al margen de los conceptos expresados por Maimoénides, no hubo registro de nuevos aportes
que modificaran sustancialmente las ideas existentes en torno al asma.

La ciencia médica desperté de su prolongado letargo recién en los siglos XVI y XVII. Su
adalid, el suizo Theophrastus Bombast von Hohenheim (Paracelso, 1493-1541), comenzé a
rebelarse contra el dogmatismo galénico y rechazé la patologia humoral. Su pensamiento
organistico o panvitalista tuvo otro precursor en el belga Johann Baptista van Helmont
(1577-1644). En la "Opuscula medica inaudita" describié la disnea "nerviosa" o espasmédica
como una entidad independiente; dividié el asma en seco y humedo (con secrecién), y
sospeché que el trastorno residia en los bronquiolos terminales.

En pleno siglo XVII, la nueva concepcién paracelsista y helmontiana influyé en los médicos
posteriores. Al final de la misma centuria, Thomas Willis (1622-1675), anatomista inglés y
asmatico, aclaré el concepto galénico y sin descartar la existencia de un tipo de asma
ocasionado por el tapon mucoso y el edema de las paredes bronquiales, insistié6 de un modo
concreto sobre un segundo tipo de naturaleza espasmoéddica, estableciendo que las
alteraciones nerviosas traducidas en calambres o contracciones originan este asma
"convulsivum." (6465

Por lo tanto, a van Helmont y a Willis, les cupo el mérito de la diferenciacién definitiva
entre el asma "espasmoddica o convulsiva" y las restantes formas de disnea. John Floyer
(1649-1734), inglés y asmatico al igual que Willis, adhiri6 a la tesis de éste, al tiempo que
entrevido no muy claras alteraciones humorales. En su clasica obra "A treatise of the
asthma" atribuy6 por primera vez el asma espasméddica a una contractura de las fibras
musculares de los bronquios.

Merced al gran anatomista aleman Franz Daniel Reisseisen (1773-1828), la esplacnologia
se enriqueci6 con el descubrimiento de la musculatura bronquial, lo cual determiné un
importante avance en el conocimiento del asma.

El célebre francés inventor del estetoscopio, René Théophile Hyacinthe Laénnec (1781~
1826), uno de los protagonistas del origen del método anatomoclinico, retomé las ideas
existentes y arribé a la conclusién de que el asma es una afeccién neurdgena, puesto que no
hall6 lesiones anatémicas en los asmaticos autopsiados. Tras él, varios son los que con sus
experiencias reforzaron dicho concepto; Ch. J. B. William (1805-1889) obtuvo la contraccién
bronquial por medio de la corriente galvanica; Fr. A. Longet (1811-1871) provocé el
broncoespasmo excitando el neumogastrico con una corriente eléctrica, mientras que Paul
Bert (1830-1886) logré la dilatacién bronquial tras la seccién del vago; por su parte, Ch. E.
Francois Franck demostré el caracter sensitivo del nervio aludido y la existencia de
modificaciones respiratorias por excitaciéon del cabo central del X° par.

A esta teoria del broncoespasmo le valid la objecién de por qué la disnea es respiratoria,
siendo que el espasmo bronquial no cede durante la inspiracién. Antén Biermer (1827-
1892) respondié a esto diciendo que, la misma espiracién presionando al pulmén, sumaba
sus efectos a los del espasmo bronquial, razén ésta de la disnea espiratoria. El autor, dejé
valiosas descripciones clinicas de la crisis asmatica en las que puso de manifiesto las
alteraciones auscultatorias del ataque asmatico, tildandolas de fluxionarias. Armand
Trousseau (1801-1867), el memorable clinico francés enfermo de asma, se plegd a esta
opinion. En sus escritos admitié que él tenia ataques de asma ante la presencia de flores
violetas, anotd el hecho, que hoy explicamos con nuestros conocimientos sobre la alergia
polinica. Sin embargo, relacioné el asma con la dermatosis y la gota, relatando casos
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clinicos en los cuales habia alternancia sindromatica. La teoria de la "diatesis artritica"
afirmada por Trouseau, gané méas adeptos, entre ellos J.I.J. Déllinger (1770-1841) y L.
Waldenburg (1837-1881); Asi fueron aumentando los observadores que hallaron
eccematosos, litidsicos, reumaticos, etc., que a la par padecian de asma y, a la inversa,
asmaticos en quienes la desaparicion de sus ataques era sucedida por la aparicion de
algunas de las afecciones senaladas.

A Wintrich (1812-1882) y H. Von Bamberger (1822-1888), dudaron del broncoespasmo como
causal de la disnea respiratoria, disconformes con la explicacién de Biermer, de que la
misma espiracién, al comprimir el pulmén, sumaba sus efectos a los de la contraccién
bronquial. Crearon asi la teoria del calambre diafragmatico, basada en que durante el
ataque de asma se observa descenso del borde inferior pulmonar y aumento del volumen
del pulmén. Segun Wintrich, el diafragma, por accién de un reflejo neumobulbar, entraria
en contractura, siendo su consecuencia la disnea espiratoria. Los estudios realizados por
Beer en 1892, demostraron que las suposiciones de Wintrich eran inexactas, ya que el
descenso diafragmatico es motivado por el aumento volumétrico del pulmoén.

Uno de los aspectos del mecanismo del asma quedaba confirmado para siempre: el espasmo
bronquial. Pero, si bien explicaba la disnea, no dilucidaba el problema de la secrecién que
acompana a los ataques de asma y como manifestaciéon ulterior de los mismos. (6667
P.Bretonneau (1778-1862), E.H.Weber (1795-1878) y L.Traube (1818-1876) sostuvieron que
el asma era una neurosis de tipo exudativo. Weber explicé esta exudacién como una
consecuencia de la vasodilataciéon bronquial que acompafia al ataque de asma.

A esta altura, los autores ya no se conformaban con tratar de dilucidar el mecanismo del
asma, sino que comenzaban a indagar sobre su etiologia. Por ello, cobré gran importancia la
obra escrita en 1864 por Henry Hyde Salter bajo el titulo "On asthma, its pathology and
treatment", para muchos el tratado de asma mas acabado de cuantos vieron la luz en el
siglo XIX. En él, se enumeran varias causas que originan la enfermedad como consecuencia
de la susceptibilidad o sensibilidad del organismo frente a determinados elementos o
sustancias. Sus sélidos fundamentos clinicos y el fruto de sus numerosas observaciones se
vieron reflejados en la minuciosa y precisa publicacion, arribando a conclusiones tales que,
muchas de ellas, necesitaron mas de medio siglo para su comprobacién.

En relacién con la patogenia del asma, Salter dijo que el acceso se origina por la contraccién
espastica de los musculos circulares existentes alrededor de los bronquios finos, contraccién
debida a la accién excitomotora o refleja. A la vez, sostuvo que determinados alimentos,
inofensivos para la mayoria de los sujetos, pueden resultar agentes asmoégenos por
excitacion del sistema nervioso sensitivo pulmonar. Comenté: "Creo que si la introduccion
de un alimento en el tracto digestivo es capaz de dar lugar a un espasmo bronquial, se debe
a la presencia en el interior de los vasos pulmonares de las sustancias absorbidas en el
estémago y en los intestinos."

Entre los factores etiolégicos, hizo hincapié en la herencia, cuya importancia consiguid
evidenciar en el 40% de sus casos atendidos. Como desencadenantes mencion6 al frio, al
viento, a la niebla, al calor, a los cambios climaticos bruscos, a la risa, a los esfuerzos fisicos,
a los alimentos de dificil digestion y a las indigestiones en general. Del mismo modo,
reconocié que las emanaciones o efluvios de ciertos animales podrian ser responsables del
mal.
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Realizé una fina descripcion de su propio asma, producto de la sensibilizaciéon al gato y
demostré que la friccion de un punto cualquiera de su epidermis con una piel de gato
determinaba la aparicién local de una verdadera urticaria. En otras palabras, ensay6 una
genuina prueba cutdanea, adelantandose a lo consabido en su época. Este tipo de provocacion
le permitié saber que asimismo era sensible al conejo. Ulteriormente observé que otros
asmaticos también registraban sensibilidad a otros animales, entre los que enumer6 al
caballo, al perro, a la oveja, al cobayo, a la vaca, a la liebre y hasta en raros casos al ciervo.
Volviendo a los alimentos especificos, cit6 a los guisantes y a las habas, y dio un ejemplo
evidente de asma infantil atribuible a la leche de vaca.

Entre otras recomendaciones terapéuticas, criticé severamente el uso del opio y sus

derivados en los accesos asmadticos, ya que por el letargo que produce, baja la
sensibilidad del paciente e impide que sienta en forma rapida la percepcién de su dificultad
respiratoria que es el estimulo natural para producir un esfuerzo respiratorio extra que le
es necesario para restaurar el balance."

No mas que hasta aqui se ha querido recordar los sucesos mas importantes de la historia
del asma dejando atras la evolucién del pensamiento médico a lo largo de 2500 afios.

El siglo XX abrié una nueva etapa con el nacimiento de las especialidades noveles como la
inmunologia, la alergia, la genética y la biologia molecular. Estas, a la par de la ingenieria
médica, delinean rumbos precisos con la ayuda de modernas y revolucionarias
metodologias, poniendo debida luz a muchos aspectos controvertidos del asma, resaltando

la importancia del fenémeno inflamatorio crénico de la mucosa bronquial.
1.5. Polinosis

Entre las enfermedades atdpicas inducidas por aero-alergenos, la polinosis aparece
histérica y clinicamente como un paradigma. Las primeras sospechas a propésito de que
ciertas especies vegetales pueden alterar la salud del hombre se remontan al siglo I de la
era cristiana. En aquel entonces, Dioscorides y Plinio sentaron la opiniéon de que los
platanos podian ejercer cierto dafno sobre sus congéneres. Al respecto, en las obras
"Historiarum mundi" y "Discorsi nelli sei libri de Dioscoride", publicadas en 1562 y 1568,
respectivamente, pueden leerse descripciones que ameritan la capacidad de observacién de
ambos naturalistas.

Transcurrieron 15 siglos sin que escrituras concretas delataren la existencia del mal, que
hasta ahi se conocia como "Fiebre de la rosa". Sin embargo, los médicos de la Edad Media
no ignoraban que ciertos individuos padecian de graves accesos de estornudos o de disnea
ante la presencia de determinadas flores, arbustos o arboles.

El interés renacentista por los fenémenos naturales y su capacidad de reflexién quedé
reflejado en textos posteriores. De tal forma, en 1565, Leonardo Botallo (Botallus, 1519-
1587), cirujano de Pavia, documenté los trastornos clinicos originados por el aroma de la
rosa, consistentes en dolor de cabeza, estornudos, comezén y secrecidén muy intensa de la
nariz ("Commentarioli duo alter de medici, alter de aegroti munere." Lyon, p. 25, 1565).
Tras él, en 1607, el flamenco van Helmont cit6 el caso de un asma estacional recurrente sélo
en verano, llamando su atenciéon la presencia de la misma enfermedad en otros familiares
del paciente estudiado ("Opera Omnii". Nov. Francofurti, p. 346, 1607). A esta altura se
hallaron 11 casos descriptos de "Fiebre de la rosa" peridédica o acompanada de asma.

14



Konrad Victor Schneider hizo sus aportes al estudio de todas las formas de rinitis con la
demostracién de que el catarro nasal era debido a una exudacién de la mucosa, y no a una
secrecién del cerebro ("De catarrhosorum et de speciebus catarrhorum". Libri V,
Wittebergae, 1662).

A lo largo del siglo XVII aparecieron, testimonios de catarros estacionales, atribuyéndosele
al perfume de las rosas la causa de los sintomas. Dichas descripciones pertenecieron a
Joannes Nicolaus Benningerus ("Observationes et Curationum Medicuaium." Centuriae V,
Montisbeligard, 1673), Valeriano (1678), Samuel Ledelius ("Odor rosarum visui nocivus
miscellanea curios." Decuriniae II, Norimbergae, 1684 y 1691), Hunerwolff (1686), entre
otros.

Jacob Constant de Rebecque (1645-1732), médico suizo que sufria de catarro estacional,
observd, en 1691, que si bien la enfermedad podia ser realmente provocada por el aroma de
las rosas, no era su verdadera causa una "antipatia" que actuara de modo regular durante
todo el ano, y afirmé: "creo mas bien que las rosas emiten algo que irrita mi nariz sensible
y, de forma incesante, pero no advertida, de aguijones, provoca una secrecién del color del
agua .." ("Observationes rarissimae et curationes insignes." Atrium medicinae
Helvetiorum, Obs. 92, p. 150, de Tournes, Genf 1691).

Viet Riedlin (1656-1724), médico aleman, hizo 2 aportes relacionados con el tema
("Linearum Medicarum anni Augustae Vindelicorum." 1695 e "Ites medicum." Augsburg, p.
25, 1702).

En la segunda publicacién apunté una especie de prueba del polen: para verificar lo
declarado por un enfermo, le entregé durante el camino, sin advertirle su contenido, una
bolsa de rosas; pronto se manifestaron las molestias descriptas.

Hasta fines del siglo XVIII dominé el periodo de las descripciones casuisticas de esta
"curiosa enfermedad" relacionada con las estaciones del afio, en la cual llamé méas la
atencién, como causa provocante, el intenso aroma de la rosa que las hierbas menos
vistosas de los prados.

El paso siguiente correspondié a la descripcién clinica exacta, y comenzo con la publicacion
del primer trabajo de Bostock en 1819 ("Case of a periodical affection of the eyes and chest."
Médico-Chirurgical Transactions, London, 10, p. 161, 1819).

John Bostock (1773-1846), célebre médico londinense, profesor de fisiologia y catedratico de
las universidades de Liverpool y de Londres, escribié mucho y con reconocida autoridad, y
hasta llegb a traducir las obras de Plinio. Fue un polinico por mas de 30 afios llegando a
describir detalladamente y con sutilezas las peculiaridades de su enfermedad.

Hasta entonces, toda clase de estados nasales agudos y crénicos se conocian por el término
general de “catarro” (ain empleado en el lenguaje cotidiano). Fue Bostock quien logré
reconocer un grupo diferenciado cuyos sintomas aparecian con regularidad y sélo en verano;
sosteniendo que se trataba de una enfermedad nueva y rara a la vez, la denominé “catarro
nasal periédico”, que muy pronto se conoceria como “catarrhus aestivus” (catarro estival de
Bostock).

Nueve afios mas tarde, en un segundo trabajo donde refiri6 28 casos observados de esta
nueva enfermedad (“Of the catarrhus aestivus or summer catarrh” Med. Chir. Transact.,
14: 437, 1928), le dio el nombre definitivo de “hay fever” o “fiebre del heno” y sugirié que la
enfermedad se dividia en 4 variedades segtun fuera la nariz, los ojos, las fauces o los
pulmones, el 6rgano mas inmediatamente afectado. Atribuy6 sus causas al efluvio del heno,
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al calor y a la accién de los rayos solares. Sin embargo, aiin cuando como término técnico no
concuerda con los hechos reales, es decir que, a pesar de no ser una fiebre, ni el heno su
Unica causa, el mismo tuvo la consagracién del uso y todavia se lo emplea, especialmente en
la literatura anglosajona. Como sea, pertenece a Bostock el privilegio de haber elevado esta
afeccién a la categoria de entidad médica definida.

A estos primeros trabajos le sucedieron otros en Inglaterra, Francia, Suiza e Italia.

En 1928, John Mac Culloch sostuvo que la fiebre del heno era producida por los
invernaderos, y por los campos de heno, segtn la creencia popular (“Essay on the Remittent
and Intermittent Diseases”. London, 1, p. 394, 1828).

Pero, W. Gordon, en 1829, fue de la opinién de que el asma que se producia no era por el
heno, sino mas bien por el aroma de las hierbas en floracién, particularmente de la
graminea Anthoxanthum odoratum (grama de olor). Propuso, por lo tanto, la denominacién
de “grass asthma” (asma de hierbas o gramineas) como més apropiada (“Observations on
the Nature, Cause and Treatment of Hay Asthma.” London Med. Gaz., 4, p. 266, 1829).

En 1831, el inglés John Elliotson (1791-1868), fue el primero en insinuar que el catarro
estacional no depende del heno, sino que tiene su origen en las flores frescas de las
praderas, y con probabilidad la causa seria el polen, pero no dio ninguna prueba para
confirmar su presuncién (“Hay fever.” Lancet, ii, p. 370, 1930. “Catarrhus aestivus or hay
fever”. Lond. Med. Gaz., 12, p. 164, 1833).

En América del Norte, G.B. Wood describi6 un caso de bronquitis peridédica que se
reproducia cada afio en agosto (“Practice of Medicine.” Philadelphia, p. 753, 1849).
Mientras tanto, Swell fue el primero, segiin Koessler, en hacer la descripcién distintiva de 2
tipos de fiebre de heno: la estival y la otofial (“Diseases of the Chest.” New York, 1852).
Promediando el siglo XIX, cobré impulso una nueva modalidad de estudio que consistia en
la recopilacion estadistica de los informes disponibles de series numerosas de casos,
resumidos y archivados por medio de cuestionarios. Su precursor fue el farmacélogo y
profesor de la Universidad de Giessen-Alemania, Philipp Phoebus (1804-1880), quien,
valiéndose de esta novel metodologia, envié un modelo de cuestionarios a sus colegas
solicitdndoles datos sobre la frecuencia, incidencia, factores hereditarios, etec., del catarro
estival. Basandose en el estudio ulterior de dichos cuestionarios, fue el primero en publicar
una monografia sobre la enfermedad, donde si bien traté cientificamente todas las causas
posibles, no se creyé en situacién de dar una opinién definitiva.(“Der typische
Fithsommerkatarrh oder das sogenannte Heufieber, Heuasthma.” Rieker, Giessen, 1862).
Sin embargo, asigné un papel preponderante en la etiologia a factores meteorolégicos y al
ozono, formulando una teoria muy compleja denominada “meteorolégica”. Crey6 que el calor
estival, el polvo, la luz, los cambios de temperatura y el desarrollo exuberante de la
vegetacion durante las primeras elevaciones térmicas al iniciarse el verano estaban
relacionados con la produccién de los ataques del catarro del heno.

En los Estados Unidos, el neurélogo George Millar Beard (1839-1883) emprendi6 un estudio
similar de datos recogidos en cuestionarios y publicé sus resultados en una monografia
(“Hay Fever of Summer Catarrh: Its Nature and Treatment.” Harper, New York, 1876).

Fiel a su doctrina de la neurastenia, formulé la llamada “teoria neurédtica” y aseverd que la
fiebre del heno es, esencialmente, una neurosis ... “ya que la enfermedad no es debida a
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ninguna causa especifica animal ni vegetal, como se ha supuesto, nada especifico se puede
encontrar en ella.”

Atribuy6, por ende, la produccion del catarro, particularmente, al clima excitante de las
grandes ciudades que entonces se levantaban, a la vida opulenta y al ajetreo diario,
creyendo que los estratos sociales elevados, con un sistema nervioso especialmente irritable,
son presa facil para el desarrollo de la enfermedad.

Lamentablemente, esta insélita interpretaciéon sobrevivié muchas décadas y documenta la
soberbia académica de algunos.

En plena etapa de investigacion de las causas determinantes surgieron nuevas teorias que,
entre controvertidas y errdneas, se agregaron a las ya descriptas.

Asi, la escuela de Paris considerd a la “diatesis artritica” como la causa de la enfermedad.
Algunos autores, estimulados por los deslumbrantes descubrimientos de Pasteur y de Koch,
sospecharon que la fiebre del heno podria ser de naturaleza microbiana. De hecho, el
fisiélogo y fisico alemdn Hermann von Helmholz (1821-1894), victima de esta afeccién,
crey6 hallar en su secrecién nasal infusorios (o vibriones), y los supuso causa de su
enfermedad; como en aquellos tiempos se investigaba la accién de la quinina sobre tales
organismos, la ensay6 en si mismo aplicandosela en la mucosa nasal con aparente resultado
satisfactorio, ya que los gérmenes desaparecieron y su catarro mejord. Merced a esto, fundé
la “teoria bacteriolégica” o “infecciosa” que pronto encontré apoyo en Kart Binz (1832-1912),
farmacoélogo de Bonn. Este describié microorganismos similares y obtuvo buenos resultados
mediante el tratamiento con quinina (“Virchow’s Arch.”, 16, 101, 1869). En 1995, un autor
norteamericano reverdecié esta teoria involucrando a los virus como responsables de las
enfermedades atoépicas.

No obstante los hallazgos que ulteriormente se operaron en contraposiciéon a la teoria
bacteriolégica, pudo ésta afirmarse por un tiempo, especialmente en Alemania. En 1901,
todavia se incriminaba a otros microorganismos como productores de este morbo; asi lo
testimoniaron, B. Herman y T. Matzuschita (“Zur Aetiologie des Heufiebers.” Ztsch. F.
Hyg., 1901).

Cabe también agregar que en ese interin, el descubrimiento de las toxinas introdujo una
nueva moda: la busqueda de dichas proteinas que, se presumia, eran la causa de aquellas
enfermedades que no se podian atribuir a las bacterias. Nuevamente la fiebre del heno,
también aqui, fue objeto de esas sospechas y de estudios interesados.

En las dltimas décadas del siglo pasado surgié la “teoria refleja”, que tuvo como cultores a
W.H.Daly, de Pittsburg, y a Wilhelm Hack, de Friburgo. En forma simultédnea hicieron
avanzar la idea de que la fiebre del heno se debia a condiciones patoldgicas de la mucosa
nasal; ciertas areas hiperirritativas de ella eran las responsables de la iniciacién del cuadro,
y el tratamiento tenia que ser dirigido localmente a la regién afectada, consistente en la
cirugia del tabique, la reseccion del etmoides, la galvanocaustia, la cirugia radical de las
fosas nasales, y, mas modernamente, la seccién o neurectomia del nervio vidiano. (Que
preconizé entre nosotros el Prof.Dr.A.Terzian).

Ninguna de estas hip6tesis pudo ser finalmente confirmada. La fiebre del heno, en el ultimo
cuarto de siglo, fue considerada como un serio problema y el nimero de enfermos crecia
notablemente. A partir de septiembre de 1874, comenzé a actuar en Bethlehem (New
Hampshire) la “U.S. Hay Fever Association”, organismo nacional para la lucha contra el
mencionado mal. Esta Sociedad estaba integrada por enfermos de dicho proceso y se
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constituyé con el propdsito de difundir entre sus miembros los medios de aliviarse. Tiene
notorio interés el parrafo siguiente que pertenece al articulo 5° de su Constitucién: “Es un
deber de todos los socios referir, para que sea registrado en secretaria, el hallazgo de
cualquier remedio, sistema de alivio o localidad exenta que llegue a su conocimiento.”

Una nueva etapa se precipité con la figura mas descollante en la historia de la polinosis,
como fue sin duda, el escocés Charles Harrison Blackley (1820-1900), quién a semejanza de
otros investigadores de la fiebre del heno sufrié largamente esta enfermedad.

Sus experiencias minuciosas, basadas en la recusacién de todas las posibles teorias
enunciadas y de las sustancias consideradas como responsables, tales como el acido
benzoico, la parafina, el trébol, la menta o hiedrabuena, el aceite de amapola, el espliego, el
ozono y el polvo de la calle, determinaron que fuera el polen la verdadera causa de la
enfermedad estacional. Sus conclusiones surgieron en virtud de una larga serie de
laboriosas investigaciones desarrolladas durante mas de 20 afos, a partir de 1856. La
mayoria de sus hallazgos fueron publicados en su libro “Experimental Researches on the
Cause and Nature of Catarrhus Aestivus (Hay Fever or Hay Asthma).” Ed. Bailliere,
Tindall & Cox., London 1873).

Su primera sospecha tuvo un origen casual cuando, al sacudir unas flores en su cuarto,
estas soltaron una nube de polen que pocos minutos después lo hicieron estornudar
violentamente. A partir de esto invent6 toda clase de pruebas ingeniosas para verificar su
Importancia, y a pesar de la cooperacién de sus pacientes, realizé la mayor parte de sus
experimentos en su persona. Asi, se deposité polen en la nariz, desencadenandose un
acceso; hizo una prueba en una época alejada de la polinacién de los campos de hierba, y
logré producirse igualmente el acceso; practicé la primera prueba cutanea con polen
logrando desencadenar una tipica roncha urticariana “in situ”. Documenté su experimento
de este modo: “En el verano de 1865, sufriendo atiin mi habitual ataque de fiebre del heno,
me apliqué sobre el centro de la cara anterior del antebrazo todo el polen que se obtuvo de
2 anteras de Lolium italicum; dicho punto habia sido escarificado previamente de la manera
habitual en que esto se realiza para practicar la vacunacién. Se cubrid la regién con un
trozo de guatapercha fina y se mantuvo fijo todo ello mediante una tira de emplasto
adhesivo. El centro del otro antebrazo fue tratado de idéntica manera, salvo que no se puso
polen. La escarificacién con la lanceta levanté un habén semejante a los de urticaria o a los
producidos por el contacto de ortigas. Pocos minutos después de la aplicacion del polen
comenzd a picar intensamente toda la regién; los bordes de las escarificaciones y las partes
mas préximas comenzaron a hincharse, pero todo ello daba la impresién de que no era
debido a ninguna accién sobre el cutis vero.”

Exponiendo a la atmoésfera portaobjetos cubiertos con glicerina, y contando luego en el
microscopio el nimero de granos de polen, hizo importantes observaciones. Pudo demostrar
que la intensidad de los sintomas de su propio catarro, asi como de otros enfermos,
dependia enteramente del nimero de granos de polen vistos en el portaobjetos. Probd que el
polen abundaba mas en el campo que en la ciudad, y mas en las afueras de ésta que en el
interior. En los dias tranquilos, frios y nublados encontré6 menos polen que en los calurosos,
de sol brillante e intenso viento.

Los flematicos habitantes de Manchester, donde ejerci6 Blackley, se asombraron de ver a
un circunspecto médico remontar barriletes con vidriecitos pegados a la cola. Asi, utilizando
una cometa, logr6 elevar los portas vaselinados a alturas de mas de 500 metros, y hall6 en
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ellas gran cantidad de polen, lo que sin duda era debido a las fuertes corrientes de aire que
lo transportaban. Trazé curvas estacionales, mostrando las variaciones halladas dia por dia
y los cambios durante cada estacion.

Recogid polen de toda clase de hierbas y de numerosas plantas, probando la eficacia de cada
una de ellas aplicandola sobre la mucosa nasal y conjuntival. En gran nimero de enfermos
de fiebre del heno obtuvo siempre el mismo resultado y sélo los individuos que no la sufrian,
toleraron sin presentar ningin sintoma, la aplicacién del polen.

La ineficacia de las otras causas sospechadas qued6 demostrada en cuidadosas experiencias
de control.

Con todo derecho introdujo Blackley el concepto de “catarro del polen”, para no emplear el
inadecuado fiebre del heno.

Su obra, en realidad casi completa, necesité tan sélo algunos refinamientos diagnésticos y
de tratamiento especifico.

Al mismo tiempo, en otras latitudes, Morril Wyman, en 1872, siento profesor de Harvard,
realiz6 experiencias concluyentes demostrando que los pdlenes de la Ambrosia y de la
Artemisa eran la causa mas importante de la variedad otofial de la fiebre del heno, hecho
que documenté en su libro “Autumnal Catarrh (Hay Fever).” New York, Ed. Hurd &
Houghton, 1872.

Wyman, durante afios sufrié de polinosis en agosto y septiembre, al igual que su hijo y su
hermano. Cada ano, los 3 habian encontrado cierto alivio en Bethlehem, en las Montanas
Blancas. No se supo exactamente por qué razén sospeché del polen de la Ambrosia y de la
Artemisa. Posiblemente observé que, mientras abundaban en su tierra, eran escasas en
Bethlehem. Un dia caluroso de agosto de 1870 llené una pequena caja de dichas plantas,
antes de dejar su casa en Boston. Después que él y sus familiares pasaron en las montanias
una temporada suficientemente larga para sentirse aliviados, cada uno aspiré un poco del
contenido de la caja. Volvieron a aparecer los sintomas y lo mismo les ocurri6 a otros
voluntarios. Parecié una prueba asaz terminante contra los pdlenes.

Pero Wyman fue lo suficientemente cauto como para admitir que el catarro puede ser
debido a otras influencias, tales como otras plantas, polvo, emanaciones animales,
alimentos y gérmenes. Ademas, demostré la predisposicién familiar a esta enfermedad.

La publicaciéon de Wyman, en 1872, obligd a Blackley a salir de su existencia enclaustrada,
ya que hasta entonces no se le habia ocurrido escribir respecto de sus notables hallazgos.
Para él, Wyman era un advenedizo que; con mucho menos y en breve tiempo, habia llegado
a conclusiones que, el propio escocés, habia consagrado 20 afos de su vida a demostrar. Por
fin, hizo valer sus esfuerzos y publicé su importante obra en 1873.

No obstante, esta “teoria del polen” fue objeto, durante los 30 afios siguientes, de una
controversia encarnizada, principalmente por parte de los defensores de las teorias
anteriores que habian perdido vigencia.

“Vanitas vanitatum, et omnia vanitas.” (Eclesiastés, I, 2).

La discusién sobre la etiologia fue situada finalmente, a satisfaccién de casi todos, por la
obra de William Philipps Dunbar (1863-1922), con su monografia de 1903 (“Zur Ursache
und Spezifischen des Heufiebers.” Oldenbourg, Munich, 1903). Junto con Carl Prausnitz,
ambos polinicos, practicaron gran nimero de experiencias, a partir de 1902, en si mismos y
en otros enfermos, con polen de distintas plantas. De acuerdo con las experiencias de
Blackley, produjeron por la aplicacion conjuntival o nasal de ciertos tipos de polen, de modo
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regular y aun en épocas que no correspondian a esta enfermedad, el catarro tipico. La
ingestiéon del polen fue ineficaz, pero las fricciones de la piel intacta con emulsiones de
polen, o su aplicacién sobre las mucosas, provocaron un intenso prurito y eritema. La
inhalaciéon de pélenes fue seguida de ataques asmaticos. La inyeccién subcutanea de
soluciones de polen produjo a los pocos minutos un eritema con formacién de papulas,
urticaria generalizada, edema de Quincke y hasta un asma grave y persistente. El propio
Dunbar sufrié después, durante varias horas, un asma alarmante con sintomas de choque.
El dltimo periodo de la historia de la polinosis, en el que nos hallamos todavia, comenzé en
1911 con L. Noon y J. Freeman por un lado, y Kart Koesler por el otro, quienes iniciaron
tratamientos con extractos acuosos de polen mediante inyecciones subcutaneas.
Correspondié a Warren T. Vaughan la designacién del vocablo “polinosis” para indicar
aquellas afecciones alérgicas en las que el polen es el agente sensibilizante y
desencadenante de la crisis. La Biologia Molecular ha abierto nuevos caminos para la
investigacién basica y aplicada de los pélenes y de los mecanismos fisiopatogénicos de su
accionar en el ser humano atépico, y, posibilité que el Dr.K.Mouchian aislara los péptidos
33 y 38 del polen de la graminea Lolium perenne y lograra el mismo éxito inmuno-
terapéutico que con el extracto del polen total. ©8:69-70.

1.6- La Inmuno-alergia en la Argentina.

Como bien decia Guido Ruiz Moreno en su articulo de la Prensa Médica Argentina, no es
facil establecer quien fue en nuestro pais el primero que pens6é o asocié claramente los
fenémenos alérgicos e inmunolégicos con la clinica humana. En este periodo de la Historia
de la Medicina Argentina, las incursiones médicas, tanto diagndsticas como terapéuticas,
constaban esencialmente de observaciones prolijas, muchas de ellas ampulosas, abundantes
en relatos mas anecdodticos que cientificos, pero que ain mantienen el valor de una
observacién clinica (cuya interpretacién puede discutirse) realizada con toda dedicacién y
con los buenos deseos de aportar datos positivos para la mejoria del enfermo.

En este periodo que Ruiz Moreno llamé de “pre-alergia”, de destacaron las colaboraciones de
Castex y de Vitén sobre el asma, aunque fuera considerada como de etiologia infecciosa
bacteriana para el primero y tuberculosa para el segundo.

Luis Ayerza (1894-1961) fue el primero que describié en 1921 en los Archivos de las
Efemérides del Hospital Ramos Mejia, algunas consideraciones sobre el asma causada por
la inhalacién del polvillo del cuero, sefialando que podria encuadrarse dentro del concepto
de “anafilaxis humana o alérgica”.

Este autor escribié en 1923 sobre la Fisiopatologia y la Farmacoterapia del asma bronquial;
en 1924, sobre “La tensién venosa periférica: sus modificaciones patolégicas y su valor
prondstico”’; en 1926, enfatizé sus inquietudes sobre la funcién pulmonar, con su “Estudio
anatomoclinico de la esclerosis del pulmén”.

En 1921, V. Barbagelata, precozmente desaparecido en 1940, tal como lo sefiala La Semana
Médica en su obituario de la pagina 240 de ese ano, aseverd las opiniones de Luis Ayerza en
su Tesis de Doctorado.

Florencio Bazan (1890-1969), pediatra por vocacién e infatigable trabajador, publicé entre
sus numerosos trabajos en La Semana Médica, tomo II, pagina 1184, del afio 1922, “Las
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relaciones del asma con la anafilaxia,” y en 1923, “La anafilaxia en la clinica infantil” y “Los
trastornos digestivos y nutritivos en la alimentacién del lactante”.

Sus incursiones en lo que llamamos Inmunologia Clinica, se ven reflejadas en sus vastas
publicaciones sobre infectopatias microbianas, encefalitis postvaccinal y urliana, “El
tratamiento seroterapico de la difteria en el nino” y “La reacciéon de Dick en el curso de la
escarlatina”, estos ultimos en 1941. En 1942, emple6 exitosamente la sulfamida en la
meningitis a meningococo.

Caupolicin Castilla (1887-1971) también aporté su colaboracién al desarrollo de la
especialidad desde su optica de pediatra experimentado. En 1918, publicé en la Revista de
Ciencias Médicas, I, n° 5, su trabajo sobre “Diatesis espasmofilica y su tratamiento con el
sulfato de magnesio por la via subcutanea”, que, simbdlicamente preanunciaba su
inclinacién hacia los cuadros de alergia clinica que luego desarroll6 mas exhaustivamente.
En 1935 publicé en la Revista Médica Latinoamericana, vol. XX; pag. 1204, “Enfermedades
alérgicas, asma, rinitis y polinosis”, y en ese mismo volumen, pero en la pagina 1331,
“Asma, sindrome alérgico: consideraciones sobre su etiologia”, juntamente con O. R:
Montanaro.

En 1937, su trabajo sobre “Consideraciones sobre los tests diagnédsticos con alergenos”
aparecié en La Prensa Médica Argentina, vol. XXIV, pag. 2407 y en La Semana Médica, vol.
I, pag 1370. Dos afios mas tarde, La Revista Médica Latinoamericana, en su vol. XXV, pag.
171, publicé su “Organizacion de un servicio de enfermedades alérgicas en la infancia”. En
1940, en los Anales del Hospital de Nifios e Instituto de Puericultura de Rosario, pag. 165,
presentd su “Asma infantil: clinica y alérgia”. “Clinica y alergia” aparecié publicado en la
Revista Médica Latinoamericana, vol. XXVII, pag. 858 del afio 1942.

En 1945, el “Problema social del asma”, vio la luz en las paginas de La Semana Médica, vol.
II, 429 y en El Dia Médico, XVII, 1110, concluyendo sus aportes mas destacados ese afio,
con “El ejercicio en el asma”, publicado en Kinesiologia, VII, 209.

En 1946, present6 su trabajo sobre “El asma, causa de invalidez” en la Segunda
Conferencia para el Bienestar del Lisiado, en Buenos Aires (pag. 113) y de alguna manera
culmina sus aportes a la especialidad con la “Sensibilizacion a las soluciones de
estreptomicina” y “Alergia en la Infancia” aparecidos en Alergia, II, pag. 32 y 70, del afo
1948.

Juan Carlos Tassart, fallecido en 1973, fue un tisioneumondlogo, con breves incursiones en
la Alergologia Clinica de la década de 1920. Entre sus muchas publicaciones sobre la
tuberculosis y otros temas de Medicina Interna, Tassart expuso sus opiniones acerca de la
etiopatogenia y el tratamiento del asma bronquial en la Revista Médica Latinoamericana,
XII, 144, 1927, y en La Semana Médica del mismo afio.

José Maria Macera y Maria Teresa Vallino, ambos pediatras, publicaron numerosos
trabajos sobre su especialidad, pero merecen destacarse “Las cutirreacciones proteinicas en
el asma infantil” en 1928, y el “Shock anafilactico mortal por inyeccién de suero
antidiftérico” en los Archivos Argentinos de Pediatria en 1931.

En 1924, Macera publicé con mucha anticipacién para su época “La esclerodermia
generalizada en forma progresiva” y Vallino, por su parte, describié en 1934 en La Semana
Médica, tomo II, pag. 1073, “Las caracteristicas radiolégicas de la hipertrofia del timo”.
Mariano J. Barilari, que escribié numerosos articulos sobre medicina interna (semiologia y
biotipos), parasitologia, farmacologia, (clasica y biolégica empleando extractos de tejidos) y
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psicologia, public6 en 1920 en La Semana Médica, “Algunas contribuciones sobre la
etiopatogenia del asma y su tratamiento”.

Domingo Fossati y David Barilari publicaron en la Revista Médica de Cérdoba en 1931, la
“Influencia de la combinacién efetonina-hipofisina en el shock asmatico”. Fossati e Italo
Basso expusieron en 1934 y 1935 en las Actas de las Reuniones Cientificas del Hospital
Italiano, y en La Semana Médica, respectivamente, la utilidad del “Absceso de fijacién en el
asma”.

Diego J. J. Martinez publicé en 1938 en La Semana Médica el “Tratamiento del asma por
las instilaciones bronquiales del lipiodol”. Este autor juntamente con Joaquin D.A.
Martinez, describieron exhaustivamente en La Semana Médica, en 1946, las caracteristicas
del “Infiltrado de Loeffler”. Francisco Martinez elaboré con Isaac Berconsky su clasico libro
de “Semiologia del aparato respiratorio”’, en 1939, mientras que el primero juntamente con
P. Cossio y C. Donovan se adelantaron en el tiempo al hacer conocer en 1933 su
“Cinerradiograma de la danza bronquial”.

Quedan por analizar los aportes realizados por Mariano Rafael Castex (1886-1968) a esta
especialidad, que, como era previsible, no escap6 a su pujante personalidad y ciclépea obra.
Destacamos solamente sus trabajos con Ruiz Moreno y Solari sobre “La Flora Alergégena
Polinica,” y sobre la “Toxemia alérgica” publicados en los Anales del Instituto de
Investigaciones Fisicas aplicadas a la Patologia Humana (I, 167, 1940) de la Academia
Nacional de Medicina y en la Sociedad para el Estudio de la Alergia (1940); L’asthme
bronchique (1932) en el I° Congreso Internacional del Asma, en Le-Mont-Dore Paris y La
insuficiencia respiratoria en La Prensa Médica Argentina (1935) y en El Dia Médico (VII,
307, 1934); Las manifestaciones alérgicas del aparato urinario (1939); La seroterapia de la
escarlatina juntamente con H. D. Gonzalez aparecido en La Prensa Médica Argentina de
1927 (XIV, 649); Las glomerulonefritis en sus aspectos etiolégicos y clinicos, que presenté en
1922 en el II° Congreso Nacional de Medicina; La importancia de la determinacién del
indice opsénico en la inmunizacién terapéutica publicado en La Semana Médica de 1908 (I1,
1667), sin olvidar su Estudio de la Semiologia del aparato respiratorio que vio la luz en
1914 (XIV, 413) en la Revista del Circulo Médico Argentino y del Centro de Estudiantes de
Medicina.

Contemporaneamente, J. J. Vitén y J. A. Cruciani publicaron en La Semana Médica (I, 765,
1932) el tratamiento del asma tuberculosa, y Cruciani solo en 1933 la radiografia del térax
en los asmaticos (Ibid., 306).

En 1940, y en la misma revista, E. Lopez Lacarrere y A. Viale del Carril, dieron luz a sus
primeros trabajos sobre la llamada alergia bacteriana en otorrinolaringologia.

José A. Bézzola (1897-1967) publicé en La Semana Médica en 1935 (I, 845) su trabajo sobre
Polinosis y el asma bronquial desde el punto de vista alérgico (II, 330, 695, 1215) para
culminar con su obra princeps “Alergia polinica”, Tesis de Doctorado, de 1940.

Este profesional fue el que indujo a la creacién en el municipio de Vicente Lopez del Primer
Centro Sudamericano Especializado en el Estudio y Tratamiento de las Enfermedades
Alérgicas en junio de 1937. Ademas de ser su jefe natural, su vasta experiencia clinica
trascendié prontamente y los profesores de la Facultad de Medicina Manuel Luis Pérez,
Bernardo Houssay y José Arce, se interesaron en extrapolar dicha experiencia al ambito del
Hospital Universitario. De tal manera, el 15 de Junio de 1938 se cre6 el Centro de Alergia
del Hospital de Clinicas, que empezo6 a funcionar el 12 de Mayo de 1939.
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En este caso también J. A. B6zzola fue su primer jefe al renunciar al cargo de Vicente
Lépez. En este Centro, lo sucedié su hijo César José (1924-1982) quien inicié con Victor R.
Miatello, el estudio conjunto de las nefropatias inmunoldgicas.

Por otro lado, Guido Ruiz Moreno (1910-1979); Alois E. Bachmann (1914-1981) y Pablo
Negroni, realizaron invalorables aportes a esta naciente especialidad. El primero, desde su
consultorio de Alergia en la Primera Catedra de Clinica Médica del Profesor Castex, y los
otros 2, desde la Academia Nacional de Medicina contribuyeron decididamente a ampliar el
horizonte alergolégico. Los trabajos sobre la importancia de los hongos en la etiologia de las
enfermedades alérgicas tienen un hito en la obra “Dermatomicosis” (1942) de Pablo
Negroni. Veinte afios después, Carlos Baena-Cagnani publicé su libro “Alergia a hongos”, en
Cordoba, de gran repercusion para la época.

Ulteriores contribuciones de Negroni y Daglio, de Negroni y Fischer y de Negroni y Ruiz
Moreno, asi como, la de Giscafré y Schiel, en los anos 1941, 1942, 1943 y 1944, fueron
pioneras en la especialidad.

En septiembre de 1938 se creb la Seccién Alergia del Instituto de Investigaciones Fisicas
aplicadas a la Patologia Humana de la Academia Nacional de Medicina, por iniciativa de su
Director el Profesor Castex, quien designé a Ruiz Moreno como Jefe de dicha seccion.

En 1939, Castex y Ruiz Moreno, publicaron el primer trabajo nacional sobre el polen aéreo
de la Capital Federal, y comenzaron a preparar extractos con polenes recogidos en la
provincia de Buenos Aires.

En 1940, Castex, Quirno y Ruiz Moreno, dieron a luz el primer caso existente en la
bibliografia nacional de la accién de la alergia por alimentos en la evolucién de la
glomerulonefritis difusa aguda; Castex y Ruiz Moreno (1910-1979) habian precedido este
hallazgo con sus publicaciones sobre el tema de la inmunopatologia de las reacciones a los
alimentos.

En 1940 también se produjo otro acontecimiento: la fundacién de la primera Sociedad
Médica relacionada con la especialidad. El 9 de enero, un grupo de profesionales cred la
Sociedad para el Estudio de la Alergia, y se reunian en forma provisional en la calle Parera
119 de esta Capital.

Su primer presidente fue Mariano Castex y recién el 3 de octubre de 1941, se incorpord a la
Asociacién Médica Argentina, (Avda. Santa Fé 1171) con el nombre de Sociedad Argentina
de Alergia. El 23 de junio de 1972, se rebautizé6 como Sociedad Argentina de Alergia e
Inmunopatologia, (SAAI) que es su actual denominacién.

Entre sus miembros fundadores merecen citarse a los doctores Araoz Alfaro, Arganaraz,
Bachmann, Balifia, Bonorino Udaondo, Bullrich, Cabanne, Castex, Castilla, Courtis,
Cruciani, de Elizalde, Escudero, Errecart, Finochietto, Goifalons, Houssay, Lascalea,
Mazzei, Peralta Ramos, Quirno, Raimondi, Romano, Ruiz Moreno, Segura, Solari,
Spangenberg y Viale del Carril, y, entre aquellos que le dieron impulso y notoriedad en las
ultimas décadas del siglo XX, no debemos olvidar a R.O. Tracchia, J. R. Vaccarezza, E. A.
Rossi, R. Tedesco, y E. Gémez del Intento .

En 1949, un grupo de socios disidentes se separd de la Sociedad y fundé la Asociacién
Argentina de Alergia e Inmunologia (AAAI), siendo su primer Presidente el Dr. Benigno
Garat. Logré su personeria juridica recién en 1975, al recibir como donacién el inmueble de
la calle Moreno 909 de esta Capital, del Dr. Pedro A. Colombi, tragicamente desaparecido
ese mismo ano.
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En 1941, H. Walter y R. F. Carron observaron una elevada concentracion del polen del arbol
Celtis tala en el aire de la ciudad de Cérdoba; Ruiz Moreno y Molfino publicaron 2 trabajos
sobre la flora alergoldgica argentina resaltando el aspecto endemo-epidémico de la polinosis
y las variedades fenotipicas regionales.

La Asociacién Argentina de Alergia e Inmunologia (AAAI) donde descollaban profesionales
tales como E. Mathov (1914-1991), M. Asrilant, E. Bacigaluppi y sus 2 hijos Jorge y
Eduardo, A. Maspero e hijo, R. Paurici, W. Sanchez de la Vega, L. Greiding, H. Neffen y E.
Fabiani, realizaba sus reuniones cientificas en la Biblioteca del Hospital Rivadavia, y, en la
sede del desaparecido Instituto Nacional de las Enfermedades Alérgicas (afio 1966) de la
calle Cangallo (hoy Tte. Gral. J. D. Perén) al 1435, en la sede que ocupé la Unién Obrera
Metalurgica Argentina, y ahora FOETRA.

Otro hecho destacado del ano 1941 fue la adecuada oficializacién del servicio de Alergia del
Hospital Ramos Mejia con el Dr. Julio A. Cruciani como jefe; el nombre de este profesional
fue conferido a un premio de la Sociedad Argentina de Alergia (AMA), poco tiempo después
de su deceso. Asi, en 1958, el jurado confirié a David Kahn y a Mario Freis, éste tltimo
ingeniero agrénomo, el galardén por su trabajo titulado “Nuevos datos sobre hongos
anemofilos y factores meteoroldgicos”. Este premio pasé luego a la A M.A., la cual lo otorgd
en 1978 y 1980, luego de un largo receso y aiin sigue en vigencia.

La Sociedad Argentina de Alergia e Inmunopatologia creb en 1978, un premio bienal con el
nombre Guido Ruiz Moreno en su homenaje, que fue entregado en 1981, y en 1985; luego
fue dejado sin efecto, prevaleciendo el de Cruciani.

En 1942, se organizé el servicio de Alergia del Instituto Nacional de la Nutricion dirigido
por el profesor Escudero. Su primer jefe fue el Dr. Leopoldo Herraiz Ballesteros quien fue
reemplazado luego por el Dr. Miguel Agustin Solari (1908-1993).

En su capitulo “Los ultimos 50 afios de la Inmunologia Argentina” del tomo II del libro de
Historia General de la Medicina Argentina, publicado por el Instituto y Catedra de Historia
de la Medicina de la Universidad de Cérdoba, en 1980 (pag. 83), el recordado maestro y
Profesor Doctor Alois E. Bachmann se refiere a destacados médicos que propulsaron la
especialidad en el interior del pais. Asi, recuerda los nombres de C. Baena-Cagnani, E. P.
Azniarez, D. Kahn, G. Bustos, J. Martorell, L. Vanella, N. Gallino, L. Giscafré, L. Bentolila y
J. F. Dumm.

Otras sociedades dignas de mencién son las de Alergia e Inmunologia de Coérdoba, de
Mendoza, del Sur con sede en Bahia Blanca, del Litoral (donde se destacaron L. Bentolila,
J. Pecoraro, R. Murillo, R. Cavagnero y H. Morra), y, de La Plata (donde J. F. Dumm padre
e hijo y Zelma Coronel realizaron aportes de significacién). Asi, en Cérdoba, en el Hospital
Italiano se cred un Centro de Alergia bajo la direccién del Prof. Dr. Carlos Baena Cagnani,
quien a posteriori ocupd la Catedra de Inmunologia de la Facultad de Medicina; en el
Hospital Transito Caceres de Allende, el Dr. Enrique P. Aznarez estudié la alergia
respiratoria y el Dr. David Kahn estudié los hongos anemofilos. Debe destacarse también
la actividad del Prof. Dr. Guillermo Bustos de especial dedicacion a la alergia infantil; en
Rio Cuarto, desde las épocas del Dr. José Martorelli en el Hospital Provincial hasta el
laborioso grupo dirigido por el Prof. Dr. Leonardo Vanella en el Instituto de Investigaciones
Inmunolégicas.

El entusiasmo del Dr. Norberto Gallino también debe destacarse, de activa participacién en
la Sociedad de Alergia e Inmunologia de Cordoba.
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El Dr. Lorenzo Giscafré, que fuera Miembro Consultor de la Sociedad de Alergia de la
AMA., en reconocimiento a su proficua labor en Santa Fé, también fue otro representante
de la escuela de Guido Ruiz Moreno. El Prof. Dr. Le6n Bentolila propulsor de la alergia en
Rosario, y creador de la Asociaciéon de Alergia e Inmunologia del Litoral, se desempeii6
primero en el Instituto de Medicina Experimental de Fisherton, y después en la IV®°
Catedra de Clinica Médica y Farmacologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
del Litoral. Sus aportes siempre licidos e inteligentes marcaron un sendero en la
especialidad del pais, y no obstante su avanzada edad siempre mantuvo fresco el
entusiasmo hacia las jovenes generaciones de alergistas.

La Sociedad de Mendoza se creb el 23 de agosto de 1972, siendo su primera Comisién
Directiva la integrada por los Dres. Moisés Dik como Presidente, Marcos Hugo Victoria
como Vice, Ruth S. De Mercado como Tesorera y Salomén Boueri como vocal. Se reunian en
la calle Olegario V. Andrade 496 de la capital mendocina. Por su parte, La Sociedad del Sur
creada el 21 de noviembre de 1975, fue presidida por el Dr. Manuel Franciulli (padre),
Omar Silva como Vice, Carlos Gregorio Ramén como Secretario, Jorge Ochoa como Tesorero
y 7 vocales que fueron Elena Zilberberg, Campusano Méndez, Candido Rodolfo Cordo,
Néstor Daniel Beistegui, Jaime Novodovretz, Mario Gee y Horacio Sansosti. Se reunian en
la calle Roca 27 de Bahia Blanca y tenia una amplia zona de influencia en la Patagonia, La
Pampa y Neuquén. Estas Sociedades desarrollaron desde su creacién una intensa y positiva
actividad, en pos de la difusién de los conocimientos de la Alergia, no siempre transmitidos
en forma ética, veraz y desinteresada. Como ocurre en todas las especialidades, ésta no
podia escapar a los grandes fraudes. Ello ocurrié en los Estados Unidos de Norte América,
a expensas de un supuesto especialista argentino. El Journal of Allergy & Clinical
Immunology, vol. 64, n°5, pag.352, de noviembre de 1979, publicé un hecho promovido por
el “Profesor Dr. Raimondo Orsetti”, autotitulado Jefe del Servicio de Alergia del Hospital de
Gallardo de Buenos Aires. El nombrado se presenté como disertante de alto nivel en una
reunién de la Sociedad Norteamericana para el Estudio del Asma y condiciones anexas, el
30 de abril de 1938, a las 19 horas, en el salén Rosado del Hotel Traymore de Atlantic City,
para desarrollar el tema “Las peculiaridades de la Fiebre del Heno y del Asma de las
Pampas Sudamericanas”. El “Dr.Orsetti”, que en realidad era un consumado actor de la
ciudad de Boston habia sido contratado por el entonces Presidente de dicha Sociedad Dr.
Aaron Brown y por el organizador del evento Dr. Leo H. Criep, para vituperiar a los Dres.
Coca y Cooke, por sus importantes contribuciones al terreno de la alergia, como expresién
de rencillas y envidias internas.

En 1993, se constituyé la Asociacién de Alergia e Inmunologia de Buenos Aires (AAIBA)
como un desprendimiento de la AAAI, debido a desinteligencias entre sus asociados;
establecié su sede en la avenida Pueyrredon 538 en el edificio que motivara a Baldomero
Fernandez Moreno su conocido “Setenta balcones y ninguna flor”.

Se esbozaron los acontecimientos fundamentales de la historia de la Inmuno-alergia en
nuestro pais; por ser una especialidad joven y por estar vivos y en plena produccién muchos
de sus mas conspicuos representantes, resulta imprudente emitir un juicio de valor, que, de
seguro seria poco objetivo. No obstante, merecen citarse los hallazgos inmunoquimicos e
inmunopatolégicos con los insectos Periplaneta americana y Blatella germanica, entre las
cucarachas, el Triatoma infestans o vinchuca entre los reduvideos, el Dermatophagoides
farinae entre los acaros, las proteinas 33 y 38 del polen de Lolium perenne, el aislamiento y
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caracterizacién de numerosos péptidos antigénicos a partir de hongos anemofilos (v.g.
Alternaria alternata, Rhizopus nigricans, Penicillium notatum, Bipolaris australiensis,
Aspergillus fumigatus, Curvularia) y patégenos conocidos como Candida albicans,
Histoplasma capsulatum, Trichophyton rubrum, Malassezia furfur, Mucor mucedo y
Amanita phalloides, al igual que de los venenos de Hymenépteros (abejas, hormigas como
la Pseudomyrmex y el camoati), y de serpientes (Bothrops jararaca y Crotalus terrificus), la
complicidad de las proteinas de las heces de los murciélagos de los taparrollos domiciliarios
en el asma bronquial, y de las heces de las palomas en aquellos colombdfilos con
enfermedad pulmonar crénica, asi como, de los anticuerpos incompletos o asimétricos y su
papel en la inmunoterapia convencional, estudiados por el grupo de investigadores de la
Divisién Alergia e Inmunologia del Hospital de Clinicas de la UBA, en los ultimos 50 afios,
que, impulsaron el desarrollo de Carreras Universitarias para Médicos Especialistas en
Alergia e Inmunologia Clinica, en 3 diferentes Unidades Académicas, (Hospitales de
Clinicas, Durand y Aleméan), habida cuenta del interés suscitado en el ambiente médico
sobre los alcances de esta vieja especialidad rejuvenecida por la investigacién y los
innumerables avances tecnolégicos aplicados en ella.  (71:72:73:74).

2. — Introduccién a las Bases Genéticas.

Desde épocas remotas, las diferentes descripciones del fenémeno inmuno-alérgico
involucraron a una “constitucién o diatesis,” que podria o no estar presente en algiin otro
integrante de la misma familia. Asi se generd el concepto de “predisposiciéon alérgica”,
aunque, a veces, el registro de dichas descripciones evidenciara fallas importantes en su
recoleccion.

Siguiendo a los autores clasicos como Erlich, Heubner, Martius, Bauer, His y Kammerer,
esta predisposicién o tendencia a estados morbosos era vinculada a algo permanente,
estrechamente unido a la contextura global del organismo.

Como se aprecia, se admitia un “algo” poco definido que estaba presente, y que se podia
heredar en forma mas o menos marcada, para unos en forma dominante y para otros en
forma recesiva. Al surgir mas adelante relatos que imbricaban diferentes patologias, y, que,
de alguna manera poco ortodoxa eran asociadas y atribuidas a una diatesis “comun” a todas
ellas, creé confusas interpretaciones cuyos resabios aun existen en la valoracién de este
fenomeno.

Un hito fundamental lo constituy6 el descubrimiento por parte del grupo de Peter Gorer en
el Instituto Lister de Medicina Preventiva de Londres, en 1937, de los antigenos del
transplante. Numerosos investigadores se abocaron, a partir de entonces, al estudio de los
problemas de la histocompatibilidad, relacionados con el desarrollo de las diferentes
técnicas para efectivizar los injertos de los érganos.

Snell y su grupo del laboratorio Jackson de Ben Harbour, EE.UU., estudiaron los potentes
antigenos del transplante del ratén llamados H2, cuyo equivalente en el humano es el
sistema HLA o CMH o complejo mayor de histocompatibilidad, descripto en la superficie de
los leucocitos en la década del 50. Jean Dausset del Hospital San Luis de Paris fue el
primero en demostrar la localizacion de tales antigenos sobre células humanas uniéndose al
suyo otros 2 grupos orientados en la misma linea de investigaciéon: el de Jon Van Rood, de
Leyden, Holanda, y el de Rose Payne y William y Julia Bodmer en Stanford, EE.UU.
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Estos descubrimientos que fueron llevados a su culminacién en los ultimos tiempos por
Snell, Benacerraf y Dausset, por los cuales estos investigadores recibieron el Premio Noébel
de Medicina y Fisiologia de 1980, permitieron conocer con exactitud la composicion del
CMH, y atisbar la intimidad de sus funciones vitales, permitiendo la clarificacién de
procesos hasta ahora incomprensibles y llevando la especulacién casi hasta los limites de la
ciencia ficcion.

Al decir de Jean Dausset “el mecanismo de la relojeria inmunolégica, con sus multiples y
sutiles engranajes, comienza a ser comprendido”’. Las actuales investigaciones sobre las
bases genéticas de la inmuno-alergia fueron impulsadas por 2 hallazgos en particular:
Ishizaka demostré el papel que la IgE juega en la atopia humana, y, Mc Devitt probd que el
control de la respuesta inmune especifica depende de los genes Ir, pertenecientes al
complejo H2 de histocompatibilidad del ratén. La deteccién de los mismos en varias
especies animales, en base a los estudios de Levine y de Vaz sobre el control genético de las
respuestas mediadas por la IgE, y dirigidas a bajas dosis de complejos proteicos con
capacidad antigénica, proveen la base racional para los estudios centrados en la
interrelacion entre el CMH y la respuesta alérgica.

2.1.- Antecedentes de Investigacién.

Como el sistema nervioso, el inmunitario basa su funcionamiento en una serie de
mecanismos adaptativos dotados de memoria. Por estar distribuido ampliamente en las
distintas especies animales asegura la integridad de sus organismos, “patrullandolos”
permanentemente y previniéndolos asi de toda agresiéon de agentes exdgenos y/o
modificaciéon endégena indeseable. E1 CMH juega un papel primordial en el determinismo
genético de tales funciones, y su importancia ha ido creciendo a medida que se conocen mas
detalles de su estructura y funcionalismo.

Estos estudios comenzaron con ratones en el ano 1936, y desde entonces hasta la fecha se
ha obtenido un conocimiento tan detallado sobre el tema, que puede afirmarse que la regién
que codifica los antigenos de histocompatibilidad de esta especie es el segmento
cromosémico de animal superior mejor conocido. En efecto, el estudio de las diferentes
regiones cromosOmicas y sus funciones, o sea, lo que suele denominarse “el mapeo
cromos6émico”, se efectiia en animales congeneicos. Estos son ejemplares obtenidos de cepas
endocriadas y constituyen los frutos de un apareamiento primigenio de animales
genéticamente distintos que son retrocruzados, o lo que es lo mismo, son unidos con sus
progenitores en forma sucesiva, por medio de un proceso de endocria que lleva a la
obtencién de individuos idénticos en todos o en la mayoria de los genes pasibles de ser
estimulados, pero que difieren en parte o en todo el CMH, convirtiéndose asi, en los
elementos fundamentales para el estudio de la estructura y funciones de los mismos.

Los primeros estudios se realizaron en 1933 bajo la direccion de Haldane, quien predijo que,
los tejidos tenian diferencias antigénicas comparables a las de los grupos sanguineos.
Explorando esta posibilidad, Gorer, (1936) pudo detectar 4 antigenos de este tipo en el
ratén. Trabajé con un suero de conejo antiglébulos rojos de ratén de la cepa A, absorbido
sobre otras cepas, y defini6é un antigeno (Ag II), presente en aquella y en la cepa CBA, pero
ausente en la C57B1. Buscé luego relacionar los genes de este grupo sanguineo con aquellos
hipotéticos genes Haldane. Trabajé en las cepas A y C57B1, con sus hibridos y retrocruzas,
y hall6 una correlaciéon entre la presencia del Ag Il y la susceptibilidad a un tumor
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preveniente de la cepa A. Gorer propuso que dicha susceptibilidad estaba determinada por
2 6 3 genes, uno de los cuales era idéntico al que codificaba para el Ag II. Se demostré asi
que éste era un aloantigeno. Luego, Snell designé como genes y antigenos de
histocompatibilidad a los responsables del rechazo de tejidos, y llamé H2 al gene que
codifica para el Ag II. Produjo, por medio de retrocruzas seleccionadas, lineas de cepas
murinas que se diferenciaron sélo en sus antigenos de histocompatibilidad (lineas
coisogénicas o congénicas), para poder separar e identificar mejor a dichos "loci". Luego se
comprobd que el gene H2 estaba compuesto por varios elementos ubicados en loci muy
cercanos, y se designé al conjunto Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)
denominacién con la cual se lo conoce actualmente.  (74:75-76-7D.

2.2.- Complejos H2 del ratén y CMH humano o HLA.

El primero se halla ubicado en el grupo de ligamento IX del cromosoma 17 del ratén a 16
centiMorgans del centrémetro. Su tamafio de 0,5 centiMorgans indica que podria codificar
hasta 2000 cadenas polipeptidicas. Ademas del CMH propiamente dicho se hallan en el
mismo cromosoma otros loci relacionados funcional y/o quimicamente con él. Asi, entre el
centrometro y el CMH esta situada la region T/t cuyos genes intervienen en la
diferenciacién embrionaria. A la derecha del CMH se describe la llamada regién T/a donde
"mapean" genes que originan otros antigenos de diferenciacién expresados también sobre
los linfocitos. Las regiones mas significativas de este complejo H2 son: K - Aa - AB- EB - J -
Ea-Ss-Slp-D-L-Qa2-Qa3-Qal - Tla.

Si bien este complejo sirvié de primum movens para el estudio del CMH humano, parece
mas relevante describir este ultimo, y relacionarlo con los fendmenos inmuno-alérgicos. Las
funciones del CMH son: a) Establecer un actimulo de LT como consecuencia de las
selecciones positiva y negativa cuando sus precursores interactuaron con las moléculas del
CMH de las células dendriticas epiteliales del timo, y, b) activar a los LT maduros habida
cuenta de la interaccién del receptor-T (RcT-CD3) con el antigeno presentado por las
células presentadoras (CPA) "profesionales" o no en el contexto del CMH.

Este es un grupo de genes colindantes que se halla en todos los vertebrados; se heredan
como unidad (ligamento), y si bien, en un principio, se los involucré en los transplantes de
6rganos, en la actualidad su funcién esencial es unirse a epitopes antigénicos y presentarlos
adecuadamente al LT (RcT-CD3). Son el 3° elemento para el reconocimiento antigénico
siendo el 1° el LT-antigeno especifico, y el 2° el receptor del LB.

El CMH humano se ubica en el cromosoma 6, brazo corto, y se subdivide en 4 locus
primordiales, que se bautizaron convencionalmente, con las letras A, B, C y D. Las
moléculas de clase I comprenden 3 loci: el A, el B y el C. Cada una de ellas es un polipéptido
transmembranoso de 43 kDa con 3 dominios (a1, a2 y a3) asociados no covalentemente a
una B2-microglobulina de 12 kDa, en la membrana celular de todas las células nucleadas
excepto los eritrocitos y el sinciciotrofoblasto. Estas moléculas estan expresadas
codominantemente, o sea, representan proteinas de los CMH paterno y materno; cada
célula presenta 6 moléculas: 2 del tipo HLA-A, 2 del tipo HLA-B y 2 del tipo HLA-C. Poseen
gran polimorfismo, es decir, muchos alelos o sean multiples formas estables de un gene.
Este polimorfismo es la base de la antigenicidad de las diferentes moléculas del CMH en
diferentes individuos conduciendo a un rapido rechazo entre ellos. Se detectaron, hasta
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ahora, 40 alelos para HLA-A, 80 para HLA-B y 30 para HLA-C -(este ntimero va en
aumento)- identificados por serologia (aloanticuerpos de los sueros de mujeres multiparas e
individuos politransfundidos). La cristalografia revelé una estructura tridimensional para
las de clase I semejante a una fosa, canal, bolsillo o cuna.

Las moléculas de clase II son glucoproteinas compuestas por un heterodimero alfa/beta
unidos no covalentemente. La region genética que codifica para estas moléculas se llama D
y esta subdividida en DP, DQ y DR. La cadena alfa pesa 34 kDA y la beta 28 kDa. Las
células expresan 3 tipos de moléculas de clase II: DPa/B, DQa/8 y DRa/B. Estas moléculas al
igual que las de clase I son miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Al revés
de las de clase I, la distribuciéon de las de clase II estda muy restringida; asi, se hallan
presentes en forma constitutiva en los LB, células dentriticas y epiteliales timicas, LT y
macroéfagos. El interferén-gamma puede inducir su expresion en células que habitualmente
no las expresan (v.g. epitelio tiroideo). Estas moléculas son también muy polimérficas, ya
que por serologia se identificaron 6 alelos para DP, 7 para DQ y 14 para DR (este ntimero
va en aumento aunque siempre es menor que el de las moléculas de clase I). También se
exponen en forma codominante (paternos y maternos) por lo que suman al final 6
productos distintos.

Por su parte, las moléculas de clase III no estan relacionadas con el control de la respuesta
Inmune; son mas bien proteinas halladas en el suero que en las superficies celulares.
Codifican para el sistema complemento (C2, C4 y Bf), para el factor de necrosis tumoral
(alfa y beta), para la 21-hidroxilasa que participa en la sintesis de esteroides suprarrenales
y para la proteina del estrés térmico (HSP) 70.

La unién de los epitopes antigénicos a las moléculas del CMH es selectiva siendo su
afinidad similar a aquella del antigeno con el anticuerpo. Los péptidos que no se unen a
ciertos alelos del CMH son incapaces de activar a los LT mientras que si lo hacen la
activacion se produce. Por el contrario, a veces, péptidos que se unen a moléculas de clase 11
no activan a LT porque esta combinacién puede "recordar" a los LT (RcT-CD3) una
"Imagen" parecida a un auto-antigeno. El epitope se "deposita" en el canal o surco de la
molécula del CMH, y una vez ocupado dicho lugar, el RcT-CD3 interactia con el binomio
CMH-péptido conduciendo a la respuesta linfocitaria o activacién. (7879-80-81.

El estado de no-respuesta puede deberse a: 1) selectividad en la unién péptido-CMH, la cual
es muy limitada (seleccién determinante); 2) ausencia de LT con receptor especifico
delecionado en el timo durante la ontogenia si el binomio remeda a un auto-antigeno; y 3)
ausencia de genes de la regiéon V para sintetizar un receptor T apropiado para el antigeno
("agujero" en el repertorio genético T). E1 LT- CD4 reconoce un epitope antigénico sélo si es
acompanado por una molécula de clase II en la célula presentadora. Esta molécula de clase
IT debe ser el mismo alelo de clase II que el precursor del LT “aprendié” en el timo durante
su seleccién positiva; este sello es un auto-CMH (self o propio) mientras que el no-propio
(non self) es otro alelo que ese LT no "vio" en el timo, y por ende, luego no se activa en el
futuro. Este es el fendémeno de restriccién o sujecién o sometimiento al CMH. La respuesta
de los LTCDS (supresores/citotéxicos) también estd restringida, pero por moléculas de clase
1 del CMH (v.g. antigenos virales).

La importancia biolégica de las moléculas del CMH reside en la presentaciéon de epitopes
antigénicos para activar a los LT actuando como moléculas accesorias estabilizando la
interaccion celular y enviando sefiales importantes al interior del LT.
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2.3. Receptor T-CD3 para el antigeno.

El acontecimiento mas importante en la vida y maduraciéon del LT en el timo es la
adquisicion de un receptor especifico para el antigeno. Este receptor tiene una estructura
compuesta por 2 cadenas polipeptidicas cuyos pesos moleculares oscilan entre 30 y 45 kDa.
Dichas cadenas se llaman alfa/beta y gamma/delta para los 2 modelos diferentes que se han
detectado hasta ahora. El receptor se halla en estrecha relacién con el CD3 que es un
complejo de 5 cadenas polipeptidicas que actia como traductor de sefiales al interior del
linfocito. Las 2 cadenas del receptor estan unidas por puentes disulfuro y presentan una
estructura muy parecida a la de las inmunoglobulinas, por lo cual, se admite que, tanto
aquel como éstas podrian tener un gene ancestral comun, y por ello, se lo considera
perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobinas.

El receptor alfa/beta es el mas comun, y, sélo una de las dos variantes se expresa en el LT.
La cadena alfa y beta tiene un dominio variable de 120 aminoécidos exteriores (V-alfa y V-
beta) y uno constante (C-alfa y C-beta), éste Gltimo mas cercano a la membrana celular. La
unién del ReT con el CD3 es no-covalente; este complejo molecular asociado a la membrana
necesario para el transporte a la superficie del receptor se halla en todas las células T
diferenciadas.

Considerando la disposicién anatémica de las partes mencionadas y la funcionalidad del
CD3 (y sus polipéptidos gamma, delta, épsilon y 2 zetas) se considera como receptor a la
unidad de ambos elementos.

La organizacion de los genes humanos que codifican para las cadenas alfa, beta, gamma y
delta siguen los siguientes patrones generales: 1) hay muchos més genes V-alfa y V-beta
(50-100) que V-gamma y V-delta (5-10) en la linea germinal; 2) los genes que codifican para
la cadena delta estdn flanqueados por ambos lados (5°-3") por genes que codifican para la
cadena alfa; 3) los genes para beta y gamma estan localizados en el cromosoma 7 mientras
que para alfa y delta estdn en el cromosoma 14; 4) los genes beta y delta usan segmentos V,
D y J como los de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas; y 5) los genes alfa y gamma
emplean segmentos V y J como los de las cadenas livianas de las inmunoglobulinas. (79-80-81-
82).

Los principios fundamentales del reordenamiento genético para las inmunoglobulinas se
pueden aplicar exactamente para los del receptor-T para el antigeno. La actividad de las
recombinasas y de las secuencias para la unidad se emplean para unir a los VJ o a los VDdJ
para fijar la especificidad definida de una particular cadena polipeptidica. También estos
genes pueden sufrir una exclusion alélica similar a la de las inmunoglobulinas, o sea, que la
generacién de diversidad es idéntica a la del LB (los LT reacomodan y ensamblan bloques
de genes aparentemente al azar).

Por el contrario, los RcT al revés de las inmunoglobinas no sufren mutacién genética
después de la estimulacion antigénica.

El reordenamiento de los genes para el RcT estda altamente regulado. La célula T mas
primitiva que llega al timo presenta sus genes de la linea germinal no reordenados, tanto
los de las cadenas gamma como beta comienzan dicho reordenamiento en forma casi
simultanea. Si los primeros lo hacen satisfactoriamente entonces los delta inician el suyo, vy,
luego de cumplirse los pasos de la transcripcién en polipéptidos, esa célula permanecera
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como gamma/delta. Por eso, los LT-RcT-y6 aparecen mucho antes que los alfa/beta. Sin
embargo, si los gamma no resultan funcionantes los beta contintian el reordenamiento por
el alfa, que, a la postre se concretara en un alfa/beta. Si todos los genes del ReT no
funcionan, la célula muere (apoptosis).

La ontogenia del RcT-alfa/beta es timica tardia y muy improbablemente extratimica,
mientras que, la gamma/delta es timica temprana y muy probablemente extratimica.

Las cadenas CD3 delta, épsilon y gamma, se elaboran desde muy tempranos estadios
timicos, pero aguardan en el citoplasma celular al receptor para migrar juntos a la
superficie.

De lo expuesto, se aprecia que, los RcT podrian atrapar alergenos por sus regiones Va + VB
6 Vy + V&; no hay pruebas que estas glucoproteinas heterdlogas exégenas puedan actuar
como superantigenos, por fuera de las regiones convencionales del Rc¢T.  (84:85-86:87-89).

2.4.- Genética de la respuesta inmuno-alérgica humana.

En general, se puede afirmar que las respuestas de caracter alérgico mediadas por la IgE,
representan para el hombre mas un inconveniente que una ventaja. Sin embargo, es
altamente probable que tales respuestas hayan jugado un papel importante en la proteccién
de nuestros mas primitivos ancestros contra las infestaciones reiteradas de exoparasitos
agresivos, y es seguro que, aun hoy en dia, representan un significativo mecanismo
defensivo para los habitantes de las zonas subdesarrolladas del planeta, carentes de las
adecuadas condiciones de control sanitario.

Como demostracién del papel protector jugado por la IgE en este tipo de enfermedades
infecciosas, cabe apuntar un ejemplo, casi anecdético, pero bien demostrativo: en un
"experimento humano" un desequilibrado alumno secundario infesté a sus comparfieros de
estudio con Ascaris suum. Se observé que aquellos estudiantes que eran poseedores de los
mas altos niveles de IgE sérica fueron los que mejor resistieron la invasién de los helmintos.
Por ello, debe interpretarse la relativamente alta prevalencia de las enfermedades atépicas
en el mundo occidental como el inesperado vestigio de una funcién inmunolégica
previamente util. Aparentemente, ésta fue ejercida con su maxima eficacia en la época
Neolitica, y a partir de entonces, a medida que las enfermedades parasitarias fueron
dejando de constituir un grave problema para la Humanidad, la hiperrespuesta tipo IgE
entonces desarrollada, se fue convirtiendo en una desventaja, desde el punto de vista de la
seleccién natural, que el tiempo atn no ha terminado de mitigar. En el hombre moderno,
las grandes presiones selectivas, en lo referente a la inmunidad especifica se han ido
gjerciendo, casi exclusivamente, en relacién con las enfermedades infecto-contagiosas
propias de la infancia que solian exhibir en el pasado, una elevada tasa de mortalidad.

Se ha argumentado que tales enfermedades han evolucionado muy probablemente s6lo en
los ultimos 5.000 - 6.000 afios, cuando el hombre primitivo dejé el nomadismo, desarrolls la
agricultura y cred las primeras comunidades urbanas, permitiendo asi que se dieran las
condiciones necesarias para el desarrollo y supervivencia de aquellas.

De la misma manera, y a lo largo de 200 generaciones, la presién selectiva, representada
por epidemias sucesivas y devastadoras de viruela, peste, sarampioén e influenza, han de
haber inducido los cambios genéticos pertinentes para producir una alta capacidad de
respuesta ante dichas enfermedades.
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Como consecuencia de lo expuesto, se admite que la capacidad para montar una respuesta
inmune especifica mediada por la IgE depende de una combinacién de presiones selectivas
que Se expresan por varios mecanismos, a saber: 1): dentro del CMH; 2): por fuera del CMH
y 3): en un hipotético y generalizado "estado de hiperreactividad" asociado también al
sistema HLA, y que podria actuar como un factor genético accesorio de los anteriores.
Dentro del CMH, merecen citarse las publicaciones de Hamburger y de Marsh. Desde
entonces quedd bien determinado que existe un mecanismo genético en el que se
fundamenta el control del nivel de IgE total. El primero sugirié que el 59% de las variantes
de dichos niveles, en adultos, y el 79% en nifios, estan influenciados por factores genéticos.
Postularon, en su momento, 2 tipos aléticos en relacion a dichos factores; uno r,
caracterizado por un alto tenor de IgE circulante, se comporta como autosémico recesivo, y
el otro R, con bajos niveles de IgE, como autosémico dominante. La combinaciéon de ambos
caracteres dan como resultado varios fenotipos, de los cuales RR y Rr se distinguen por
producir bajos tenores de IgE mientras que en el homocigota rr se manifiesta un nivel de
IgE elevado.

A punto de partida de los trabajos de Marsh se comienzan a determinar los niveles de IgE sérica
total, confiriéndole importancia a los valores superiores a 120 KU/L 6 250 ng/ml en sangre, tan
constantes en los atopicos.

Dentro del C.M.H., los lugares genéticos detectados hasta ahora son: el HLA-B7; HLA-DR2;
HLA-Dw2; HLA-DQ2 y HLA-DQ5 (cromosoma 6), y su relacién con la hipersensibilidad a
pélenes (Ambrosia y Lolium). Por su parte, HLA-DR4 y HLA-DQ3 protegerian el desarrollo
de una respuesta de IgE a los mismos antigenos.

Fuera del CMH se citan: cromosoma 5 sector q.23-31 (genes para IL-3, IL-4, IL-5 y GM-
CSF); cromosoma 11q para la cadena beta del receptor épsilon (IgE) y el 14 para las
cadenas alfa/delta del RcT. El cromosoma 11 (11q.13) parece encerrar -autosémicamente-
importante informacién relacionada con el asma ("gen del asma") merced a las
investigaciones del grupo de Cookson. Este autor sostiene que del lado materno se hereda
un gen operacional, y, que del lado paterno el mismo seria anulado; si el estado atdpico
fuera heredado del padre no lo seria por el cromosoma 11.

Ademas de las influencias genéticas dentro y fuera del CMH, se describen ingerencias de
genes poco definidos que se han bautizado como de "hiperreactividad". Se barrunta que
estos genes podrian tener que ver con esos fendémenos poco conocidos aun y relacionados
con "hipersensibilidades", "bajos umbrales" o "mayores respuestas" ante estimulos fisicos,
quimicos, farmacolégicos, microbianos, etc., que nada tienen que ver con los anticuerpos ni
con la respuesta inmune. Estas especulaciones se basan en la significativa susceptibilidad a
ciertas enfermedades autoinmunes en portadores del HLA-B8 (conformando, por lo general,
los fenotipos A1B8 o B8Dw3, en sujetos de raza blanca). Estas entidades se caracterizan por
un alto grado de reactividad hacia proteinas humanas nativas o modificadas.

Por otro lado, la predisposicién para sufrir problemas neoplésicos (quizds asociada a una
reducida capacidad de respuesta del sistema inmune), se corresponderia con una
prevalencia disminuida del haplotipo A1B8, estudios realizados en transplantados renales
demuestran que los portadores de los antigenos A1B8 tienden a rechazar el 6rgano con
mayor rapidez que aquellos que no lo poseen.

O sea que en la raza blanca, la "hiperreactividad" a una amplia gama de antigenos se asocia
con el HLA-B8 y/o con otro antigeno que se halle en desequilibrio de ligamento con BS.
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Los sujetos alérgicos, que se caracterizan por reaccionar exageradamente a cantidades
minimas de variados antigenos ambientales, no escaparian a esa regla general, pues segin
lo expuesto, también presentan con frecuencia las especificidades B8, y, menos quizas, Al
y/o Dw3.

Es necesario hacer notar que diversos estudios han demostrado una correlacién
estadisticamente significativa entre los niveles logaritmicos de los anticuerpos IgE e IgG
producidos en ciertas condiciones. Similar correlacién logré también establecerse entre los
log. IgE y log. IgA. Ello corroboraria que la hiperproductividad de la IgE se veria reflejada
en otros isotipos de anticuerpos que juegan un papel mas crucial en la protecciéon
inmunolégica. Asi, se infiere que los portadores de los haplotipos antes citados tienen que
haber presentado wun cierto grado de ventaja selectiva por la vinculacién que ellos
manifiestan con el ya descripto estado de hiperproduccién generalizada de anticuerpos.
Esta circunstancia puede haberlos protegido contra los numerosos organismos patégenos
con los que la especie humana hubo de luchar a lo largo de su evolucidn, y, en especial,
contra los efectos devastadores de las enfermedades infecciosas que predominaron en los
ultimos 5000 afios. No obstante, la posesiéon de dicho haplotipo llevé a presentar una
predisposicién incrementada para sufrir enfermedades alérgicas, lo que se traduce como
una desventaja evolutiva que las generaciones no han logrado minimizar. Los mecanismos
moleculares que regulan la expresion del gene de IL-4 en los LT humanos que mapean en el
cromosoma 5 banda q 23-31 estan relacionados con las citoquinas Th2. La transcripcién de
dicho gene estd regulada por promotores multiples que actian en conjunto. Ellos son: el
elemento (P) positivo o factor nuclear (NF) que es especifico de los LT; el PRE-I o elemento
regulador positivo (POS-1 y POS-2) que son ubicuos y no especificos de célula que actian
como activadores y los NRE (I y II) o elementos reguladores negativos en LT especificos. El
Neg I reprime la actividad del PRE-I y el Neg-II de gran ubicuidad también reprime al
PRE-I sin especificidad celular. Esta secuencia nuclear P se localiza entre las bases 69 y
79, y es el elemento regulador mas importante en la expresién de la IL-4. En los ratones,
hay 4 sitios P para regular a IL-4 por lo cual es mas compleja su sintesis. Como se sefiald, el
modelo murino para IL-4 exhibe una corta secuencia entre —77 y —87, asi como otras 2
secuencias llamadas “secuencias de consenso” (CS) 1y 2 siendo CS2 de mayor importancia
que CS1. Presentan homologia (5-ATTTTCCNNTG-3’) y los 5 elementos P (PO, P1, P2, P3 y
P4) se localizan entre —250 y —40 del promotor del gene de IL-4. Estos NF (P) son el objetivo
para la calcineurina, la ciclosporina-A, y el FK-506 o tacrolimus en su efecto terapéutico
inmunosupresor. El llamado elemento CLEO (Consensus Lymphokine Element O) es parte
de los promotores de los genes de GM-CSF, IL-3, IL-4 e IL-5. PO esta relacionado con
CLEO y parece jugar un papel importante en coordinar la inducciéon de los genes de 1L-3, 4,
5y de GM-CSF. El CLE1 es el objetivo de las sefiales no sélo del RcT sino de la molécula
accesoria CD28. Esta sefial coestimulatoria incrementa la sintesis de citoquinas. Otros 3
elementos regulatorios son ubicuos y activos (Y y 2 OAP) para estimular al promotor del
gene de IL-4. El elemento Y se une al NF-Y. Los OAP (40 kDa) influyen a c-jun y Jun-D y
residen junto a NF (P) , P1 y P4. Es posible que los genes de IL-4 estén “desregulados” en
los atdpicos y que esta linea de investigacién sea trascendente en el futuro. Sin embargo, en
los casos de asma no atdpica la “desregulaciéon” o defecto podria residir en la activacién de
los genes de I1.-2 e IL-5 y no de IL-4. (8990
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2.5.- Asociaciones de haplotipos con significacion.

La década del 90 quedara marcada como aquella en la cual se establecieron estrechas
relaciones entre haplotipos DR y ciertos péptidos antigénicos provenientes de pdlenes. Asi,
los homoélogos de Ambrosia V obtenidos como proteinas recombinantes y analizados por
espectroscopia y resonancia nuclear magnética, como ser, Amb a V de Ambrosia
artemisifolia, Amb t V de Ambrosia trifida y Amb p V de Ambrosia psilostachya exhiben
estrechas asociaciones con DR (aB, 1* 1504), DR (aB, 1* 1101) y DR (aB, 1* 1501)
respectivamente. La producciéon de anticuerpos especificos para cualquiera de ellas, tanto
IgE como IgG, pre y post-inmunoterapia, corrobora esas asociaciones. Recientemente, se
agregan datos que vinculan a DR2.2. con esta respuesta.

El analisis del polimorfismo de 4 regiones alélicas del segundo exén de los genes DRB, DQA
y DQB no revel6 una secuencia especial en los respondedores de Amb a V; sin embargo,
todos los atopicos que producen IgE anti-Amb a V poseen DRB1, DRB5 y DR2.2.

Para aclarar esto, se empledé un monoclonal contra las cadenas a/B1, pero no contra aBb y
asi se inhibié la presentacién antigénica de DR2.2 y DR2.12 (o de DR aB 1*1502) lo que
aboga a favor de las moléculas de clase II-DR aB1 en la presentaciéon de Amb a V. También
lo hace DR B 1*1501, pero no lo hacen DR B 1* 1601 y 1602 al diferir en los residuos de
aminoacidos 67, 70 y 71 con la primera.

La respuesta inmune a Lolium perenne y sus péptidos Lol p I, Lol p II y Lol p III esta
asociada con HLA-DR (aB 1* 0301) o DR3 (w17). Las asociaciones més significativas fueron
con DR (aB 1* 1101) y DR (aB 1* 1301) para el péptido Lol p. III. Por su parte, DQw1 esté
asociado con respuestas al polen del cedro japonés en una poblacién atépica nipona mientas
que HLA-DR4 y DQw3 estan negativamente relacionados con la produccién de IgE frente al
polen del cedro y el veneno de abeja (melitina), respectivamente.

En el pasado, la tipificacién de los diferentes alelos de clase II se realizaron por serologia
con anticuerpos especificos y complemento o por cultivo mixto linfocitario. En la actualidad,
las tecnologias del ADN recombinante, la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), y los
andlisis de hibridacion del tipo "dot-blot" empleando sondas de oligonucleétidos posibilitan
el analisis detallado de secuencias genéticas polimérficas allanando asi el camino para la
Iinvestigacién de los genes involucrados en los fenémenos de hipersensibilidad, y en especial,
en aquellos responsables de la alergia atépica. En la dltima década, los estudios genéticos
sobre el asma y la atopia, avanzaron mucho gracias a los pequefios tandems de
polimorfismos repetidos (STRP) del ADN, que permitieron identificar 5 regiones de gran
interés: 1): en el cromosoma 5q vinculado a un grupo de citoquinas ; 2): en el CMH (HLA)
del cromosoma 6p relacionado con la polinosis; 3): en el cromosoma 11q para la subunidad
B del RFce de la IgE, que, en afios anteriores, Cookson diera en llamar “el gen del asma” ;
4): en el cromosoma 12q que contiene el gen que codifica para el interferén-y,y, 5): en el
14q el locus a§ para el receptor del LT. Daniels en 1996 y el CSGA (Estudio Colaborativo
sobre la Genética del Asma) en 1997, agregaron los siguientes datos : 1): el cromosoma 4q
34-35 y la eosinofilia (p<0,0001); 2): el 6p 21 (regién HLA) y la eosinofilia (p<0,0001); 3): el
7p 13 y la hiperreactividad bronquial (p<0,0005); 4): el 11q13 y las pruebas cutdneas
positivas (p<0,00005); 5): el 13q-14.1-14.2 y la atopia (p<0,005), y 6): el 16q 21-24 y los
niveles de la IgE sérica total (p<0,005). Al analizar las influencias étnicas, el CSGA
demostré el ligamento entre el 5q 31-33 o grupo de las citoquinas en los caucasicos
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(p=0,0187); entre el 6p 21 en igual grupo humano (p=0,0129); entre el 12q 15-24.1 y los
caucésicos e hispanos (p=0,0042) y entre el RcT a en el 14q 11.2 y los caucésicos
(p=0,0062).

Otras 7 nuevas regiones muestran ligamentos en el asma bronquial: en el 5p 15 y en el 17p
11.1y 11.2 en afro-americanos (p=0,0008 y p=0,0015, respectivamente); en el 11p 15, 13q
21.3-qter y 19q 13 en caucésicos (p=0,0089, 0,0014 y 0,0013, respectivamente), y en el 2q
13y en el 21q 12 en hispanicos (p=0,0005 y p=0,004, respectivamente).

Hizawa en 1998, hall6 2 nuevas regiones que controlan la respuesta de la IgE contra el
acaro Dermatophagoides pteronyssinus en el cromosoma 2q 21q-23 y el 8p 23-p21
(p=0,0033 y p=0,0011, respectivamente), en caucésicos y afro-americanos. Con anterioridad,
esas regiones eran la 6p 21 y 13q 32-q34 (p=0,0064 para ambas) para los caucasicos y el 5q
23-933 (p=0,0071) para los afro-americanos. Los aspectos genéticos de la polinosis también
fueron exhaustivamente estudiados. Los pdlenes de las variedades de Ambrosia y de Lolium
atrajeron la atencién de los investigadores. Con respecto a estos ultimos que seran motivo
de uno de los proyectos a presentar, los Lol p I, Lol p II y Lol p III, estan estrechamente
vinculados con el HLA-DR (aB-1* 0301) o el DR3 (w17). Es posible que exista un sitio de
unién en la molécula del CMH para los 3 alérgenos que permita una concordancia entre
esos 3 epitopes y el DR3. La respuesta al Lol p III est4 relacionada con el DR (aB-1* 1101) y
con el DR (aB-1* 1301) con una secuencia de 5 aminoacidos en el primer dominio de la
primera regién hipervariable. El analisis molecular de los genes DRB1, DRB3, DQA y DQB
sugiere que esta secuencia es imprescindible para la presentaciéon de Lol p I, Lol p IT y Lol p
III. Nifos alemanes con altos niveles de IgE sérica total tienen estrecha relacién con el
cromosoma 12q15-q24.1. En los ultimos afios, se han detectado aspectos de la genética del
asma bronquial, que sefialan 1): la desmetilacién de secuencias que unen el GATA al
promotor del gen de la IL-4 con la hiper-produccién de la misma, y, 2): la acetilacién de las
histonas H3-K9 y H3-K4 con efecto sobre los LTCD4-Th2, y sobre los genes de las IL.-5 e IL-
13 con su hiper-produccién, y las consecuencias en el cuadro clinico de los pacientes. ©1:92.

3. Una molécula efectora, la inmunoglobulina E (IgE).

Fue aislada y caracterizada separadamente por Bennich y Johansson en Suecia, y por el
matrimonio Ishisaka en los EE.UU., en los tramos finales de la década del 60 (1966-1967).
Durante los afios anteriores, las propiedades "reaginicas" de los sueros de los atdpicos
fueron atribuidas a la IgG y a la IgA, en el mejor de los casos, y a factores casi esotéricos en
su mayoria. Este hallazgo se transformé en un hito para el estudio responsable de la
hipersensibilidad anafilactica y del estado atépico del 15% de la poblacién mundial.

La molécula glucoproteica de IgE existe en todos los seres humanos siendo escasos en la
literatura los casos de deficiencia. Se halla notablemente aumentada en el suero sanguineo
y en las secreciones de los atdpicos constituyendo un marcador genético de tal condicién. Sin
embargo, las parasitosis a nematodos también inducen su sintesis, posiblemente, porque los
epitopes antigénicos de estos helmintos estimulan la produccién y liberacién de IL-4,
citoquina crucial para el switch isotdpico a IgE.

La IgE, con sus 190 kDa, no posee bisagra y presenta un dominio més (5) en la cadena
pesada al igual que la IgM. Se sintetiza y segrega intensamente por los plasmocitos de la
intimidad de las mucosas respiratoria, digestiva y genitourinaria, y escasamente, por
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aquellos del bazo, sangre periférica y ganglios regionales. Sus niveles séricos normales no
exceden las 100 KU/L 6 250 ng/ml, pudiendo alcanzar hasta 10 6 15 veces esos valores en
los atépicos. En los ninos prepuberales y adolescentes, estos valores sufren influencias
timicas notables y exponen una curva en dromedario, por lo cual, los desvios estandares
escapan a los valores sefialados m4s arriba propios del adulto inmunolégicamente estable.

Los valores séricos elevados sélo aseveran que se esta en presencia de un cuadro clinico
cuya génesis atopica es altamente probable, mas aun, si se han descartado los falsos
positivos del incremento de la IgE (v.g. parasitosis; virosis agudas; enfermedades
autoinmunes 6rgano-especificas). La historia clinica al analizar los antecedentes personales
y familiares del sujeto hara el resto. No se deben sacar conclusiones precipitadas ni
tampoco sentenciar que, a niveles mas elevados de IgE, peor cuadro clinico y pronoéstico, si
bien esta razonablemente probado que los logaritmos de los niveles séricos de la IgE se
correlacionan estrechamente con los de la severidad de la enfermedad pulmonar. (©93-9495.

3.1.- Sus receptores especificos.

Hasta no hace muchos afios poco era lo que se sabia de la ligazén de la IgE a sus receptores
especificos épsilon (RFce). El efecto de la reagina se concebia de muy diversas maneras, y
por ello, durante una década se pensdé que la hiperproducciéon de la IgE condicionaba la
gravedad del cuadro. El descubrimiento de los receptores para esta inmunoglobulina
permitié entender que los niveles séricos s6lo expresaban la condicién de atopia; que eran
independientes de la gravedad del padecimiento; que no eran proféticos en cuanto al
prondstico, y que, sélo se modificaban en forma estable aunque no permanente durante la
Inmunoterapia especifica de largo tratamiento.

Mas bien, la intensidad del cuadro clinico dependeria del niimero de receptores ocupados
por una determinada IgE, y de las probabilidades mas o menos cercanas y certeras de que
dicho alergeno ocupe los Fab respectivos, sin minimizar la actividad linfocitaria y sus
citoquinas.

Los receptores para el Fc de la IgE (cadena épsilon) se dividen en 2 grupos muy
importantes: los de alta y los de baja afinidad. Los primeros se hallan en los mastocitos y en
los granulocitos baséfilos y su estructura general corresponde a la de los integrantes de la
superfamilia de las inmunoglobulinas. Consta de 3 subunidades: la alfa, la beta y la
gamma. La alfa atrapa a la IgE; la beta posee 4 tramos transmembranicos y la gamma es
un dimero covalente.

La cadena alfa es distinta de aquella que se encuentra en el receptor Fcy3 (los receptores
para la IgG son el Fcyl (CD64), el Fcy2 (CD32) y el Fey3 (CD16) siendo el primero el de
mayor afinidad para la IgG, y frecuente en monocitos/macréfagos.

Por su parte, los de baja afinidad (CD23) estan compuestos por una alfa-helicoide de 45 kDa
que, a diferencia del anterior, es una asialoglicoproteina que reconoce secuencias no
glicosiladas, y que se hallan en los LB (Fce 2a) y en los macréfagos, plaquetas, eosinéfilos, y
LB estimulados por la IL-4 (Fce 2b).

La reaccion entre el alergeno y la IgEk unida a sus receptores Fcel precipita la
degranulacion de mastocitos y de baséfilos con liberacién de sustancias vasoactivas como la
histamina y los leucotrienes. La actividad de éstos sobre los vasos sanguineos capilares,
arteriolares y venulares; sobre las células musculares lisas; sobre las glandulas muciparas
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de los epitelios con hipercrinia y discrinia; la produccién de edema de las mucosas y la
generacion de péptidos quimiotacticos para células inflamatorias son los responsables de las
manifestaciones clinicas que caracterizan a los fenémenos de hipersensibilidad del tipo I
(alergia atépica).

La biologia molecular aplicada a la genética posibilitd estudiar y conocer mas
estrechamente las relaciones entre la molécula glucoproteica de la IgE y los receptores de
alta y de baja afinidad.

Asi, el clonado del gene épsilon y varios fragmentos recombinantes obtenidos en
Escherichia coli permitieron detectar las secuencias aminoacidicas del Fc de la IgE que se
unen a ambos receptores, por medio de una clasica prueba como la Prausnitz-Kiistner, cuya
inhibicién diagnostico con certeza al fragmento involucrado estrechamente con el receptor.
De tal manera, los fragmentos obtenidos se inocularon en la piel sana de un sujeto no
atépico posibilitando que se unieran (o no) a los receptores mastocitarios de alta afinidad de
dicha piel.

Una hora después, se inoculé en la misma zona suero humano atdpico, criticamente
seleccionado y libre de agentes infecciosos, muy sensible al polen de Ambrosia; al dia
siguiente, se desencadend la reaccién inyectando en la misma regién el antigeno especifico,
o sea, el polen de Ambrosia en las dosis y concentraciones convencionalmente empleadas.
Una reaccion positiva a los 20 minutos, se valor6 por la produccion de eritema y papula en
la zona de las inoculaciones, sefialando que el antigeno se unié a su anticuerpo especifico,
pero el fragmento recombinante NO. Por el contrario, un resultado negativo ratifica que
dicho fragmento se uni6é al receptor e impidié que la IgE anti-Ambrosia del atdépico se
adsorbiera al receptor porque éste estaba ocupado competitivamente con antelacion.

Los fragmentos recombinantes del Fc-épsilon obtenidos son: el rE 2-4 del CH2-CH3-CH4; el
rE 2°-4 de la porcion COOH terminal del anterior; el rE 2-3 del CH2-CH3; el rE 2°-3" del
segmento de unién entre CH2 y CH3; el rE 4 del CH4; el rR2 del CH2 y el rE 3-4 del CH3 y
CHA4.

Luego de practicar la Praunitz-Kiistner compuesta por fragmentos de la IgE mas suero
atépico mas alergeno (o atopeno), se pudo concluir que, el fragmento rE 2°-3°, que
corresponde al segmento de unién entre los dominios CH2 y CH3 de 67 aminoacidos
(301/367) es el péptido de la molécula de IgE que se une a la cadena alfa del receptor de alta
afinidad o de tipo I.

El dominio CH3 de 9 aminodcido (362/370) se une a los receptores de baja afinidad o tipo 2 o
IT 0 CD23 en las pruebas realizadas con los LB. Este CD23 es una glucoproteina de 45 kDa
que ademaéas de comportarse como receptor, presenta una importancia trascendente en la
regulacion de la sintesis de la IgE. Hasta cierto punto, parece ser idéntico a los llamados
“factores reguladores o de unién” (binding-factors) de la IgE. E1 CD23 presenta 2 isoformas:
la A existente sélo en los LB, y la B en monocitos/macréfagos, plaquetas, eosinéfilos, y LB
estimulados por la IL-4. Esta constituido por un simple dominio intramembranoso y una
alfa-hélice que muestra en sus extremos 2 dominios homélogos de lectinas.

Las lectinas se unen al fragmento CH3 de la IgE. El1 CD23 de 45 kDa se autocliva en
proteinas de menor peso molecular (37 kDa; 33 kDa; 29 kDa y 25 kDa) que estin
relacionados con la regulaciéon de la sintesis de la IgE.

Se postula un modelo en el que el CD23 se constituya en un punto de retroalimentacién en
la regulacion de la produccion de IgE pudiendo ser éste negativo o positivo, segun que la
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IgE se halle libre (o en exceso) o unida al antigeno. E1 CD23 expresado en la membrana del
LB determina la direccién de la respuesta a favor o en contra de la sintesis de la IgE
estimulada por la presencia del antigeno; la produccién intermedia y transitoria de IgE
como consecuencia del clivaje del CD23 de la membrana no promueve estrictamente la
produccion de IgE en forma directa, pero si modifica sustancialmente el resultado de la
respuesta.

La participacién de otras moléculas, tales como, el CD40 y el CD72 en la produccion de IgE
en relacién con la expresion y liberacion del CD23 parece ser importante. En suma, el CD23
es una molécula que traduce senales al interior del LB y su enganche al LT por una
estructura complementaria contribuye a programar a LB virgenes para la sintesis de la
IgE. La interrupcién de esta serie de interacciones celulares y moleculares podria ser de
gran utilidad para interferir la produccién de IgE.

Adsorbida a receptores especificos de alta afinidad en la membrana celular de mastocitos y
de basodfilos, la llegada del antigeno especifico forma un “puente” entre 2 moléculas cercanas
o contiguas, que, al igual que colocar los 2 dedos en un enchufe, provoca una serie de
perturbaciones fisicas en la membrana plasmatica que obran como una sefial de activacién
para el interior del citoplasma celular.

No sélo el antigeno especifico puede provocar ligazones entre moléculas de IgE anidadas en
sus receptores especificos; asi, una IgG-anti-IgE de novedoso estudio en el presente; un
anticuerpo anti-idiotipo; un anticuerpo antirreceptor; una IgE mielomatosa y hasta una
lectina pueden activar y desgranular al mastocito. Polipéptidos derivados de fragmentos del
complemento (v.g. C3a y Cbha); farmacos como la codeina, la morfina, el ACTH, la
polimixina, los medios de contraste yodado; varias citoquinas; los llamados factores
liberadores de histamina (HRF); agentes fisicos y quimicos variados, y ciertos
neuropéptidos (v.g. sustancia P y neurotaquikininas son capaces de desgranular a
mastocitos y baséfilos).

Se deduce que la clinica resultante de esta activacion puede o no tener un origen
inmunoldgico: este concepto princeps se olvida muchas veces.

Estos cambios fisicos y quimicos tempranos llevan a la formacién de canales que permiten
la entrada del Ca** que es necesario para amplificar los pasos de esta activacién inicial. El
incremento del calcio intracelular es el principal estimulo para la fosfolipasa Az. Esta
poderosa enzima liberara de los fosfolipidos de la membrana, importantes cantidades de
acido araquidoénico, el que a su vez, generara leucotrienes y prostaglandinas por la
actividad de sistemas enzimaticos como el de la ciclooxigenasa y el de la lipooxigenasa,
respectivamente. Las modificaciones de los lipidos de la membrana producen también la
activaciéon de la adenilatociclasa, la que a su vez, produce el desdoblamiento del ATP
(adenosina-trifosfato) en ADP (adenosina-difosfato), y en AMPc (adenosina-mono-fosfato-
ciclico). El incremento de éste es rapido, pero transitorio como un pico maximo a los 15 seg.
y una vuelta a la normalidad a los 60.

Este AMPc activa a proteinquinasas que son muy importantes para fosforilar a los residuos
de serina y de treonina de todas las proteinas adsorbidas a las membranas que componen
los sacos y vesiculas intracitoplasmaticas, asi como, a las membranas de los granulos que
contienen a los mediadores quimicos conocidos.

Esta activaciéon produce cambios en las membranas de los granulos haciéndolas mas
permeables al medio circundante —siempre dentro de la célula- y por ello ganan en agua y
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electrolitos y aumentan levemente de tamanio y adquieren la tendencia a fusionarse
posiblemente por disminucién de la tensién superficial y la carga idénica entre las superficies
en contacto.

Asi, los granulos se aproximan entre si y comienzan muy lentamente a movilizarse y
desplazarse hacia la periferia. Pero este fendmeno no es un hecho pasivo; muy por el
contrario es un activo proceso en el cual estan involucradas proteinas, tales como; la actina
y la miosina, que, de igual forma que en el tejido muscular, promueven la formacién de
microfilamentos y de microtiibulos, que llevan “de la mano” a los granulos fusionados o no a
la periferia citoplasmatica. La entrada del Ca*™ es acompanado por un desplazamiento de
los organoides citoplasmaticos, lo que lleva en algunos lugares a una fusién de las
membranas. Este proceso es complementado por la accion de microfilamentos que
promueven la exocitosis del material granular, entero en la rata, parcialmente disuelto en
el hombre, y totalmente disuelto en el cobayo y en el perro.

Todos estos procesos requieren un suplemento energético importante, ya que pueden ser
bloqueados por todos aquellos agentes que interfieren el metabolismo glucosidico (2-deoxi-
glucosa, yodo acetato, antimicina, etc.)

El empleo del iondforo A 23.187 permitié6 demostrar fehacientemente la participacion del
Ca*t en la liberacién de mediadores. Este antibidtico soluble en lipidos que transporta Ca**
a través de las membranas ha demostrado ser util en el movimiento del i6n de fuera a
adentro, y viceversa, en cualquier célula. En los mastocitos, el ionéforo causa liberacién de
histamina y cambios ultraestructurales similares a aquellos producidos por la interaccién
antigeno-anticuerpo.

En la prueba de dosis-respuesta, una concentracién similar del ionéforo A 23.187 en
presencia de Cl2Ca 1023 M produce una liberaciéon de histamina del orden de 1 x 107 a
partir de los mastocitos de la rata, del cobayo y del hombre.

Los granulos de los baséfilos son grandes, escasos, con una matriz homogénea y densa y
envueltos en una sola membrana, mientras que los de los mastocitos aparecen con una
estructura cristalina, menos densa, a veces dispuesta en anillo o en espiral. De tal manera,
se produce la exocitosis de los granulos enteros y/o parcialmente alterados en su estructura
con filtraciones de sus contenidos al exterior; por ello es que no debe pensarse que el
mastocito estalla sino que sélo evacua su contenido (tampoco en forma completa), y adopta
una actitud quiescente hasta tanto recupere su estado anterior funcionalmente pleno, y con
granulos maduros (recuérdese que la histamina deriva del amino4cido histidina por accién
de una histidin-decarboxilasa, y que es almacenada en estructuras saculares).

3.2. Factores liberadores de histamina (FLH: HRF: Histamine releasing factors).

Los LT juegan un papel crucial en las reacciones alérgicas del tipo I, considerando su
ascendiente sobre la regulacién de la sintesis de la IgE (molécula efectora por excelencia en
este tipo de hipersensibilidad) por parte de los plasmocitos (cooperacién T-B), asi como, su
accién sobre la maduracién y diferenciacién de mastocitos y baso6filos. En 1974, Dvorak fue
el primero que postuld que estos linfocitos activaban directamente a los mastocitos y a los
baséfilos en aquellas reacciones de hipersensibilidad tardia que él estaba estudiando. A
posteriori, en 1979, Thueson sefialé la existencia de un factor o de factores en los
sobrenadantes de mononucleares estimulados por la estreptoquinasa, que a su vez,
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inducian a los baséfilos a liberar histamina y bautizd a esos factores como liberadores de
histamina o con actividad liberadora de histamina. (FLH). Esta actividad fue demostrada
también en los LB, LT, macréfagos alveolares, neutréfilos, plaquetas, células endoteliales,
lavado nasal y broncoalveolar de asmaticos atépicos.

Las células mononucleadas producen FLH espontaneamente o por la estimulacién con
antigenos bacterianos, mitégenos convencionales y alergenos especificos. La produccién de
FLH comienza 4 horas después del estimulo inicial y cesa a las 36 horas. Sus pesos
moleculares varian entre 13 y 90 kDa, sin embargo, la mayoria de los estudios sitian la
mayor actividad a menor peso (entre 10-18 kDa; 25-45 kDa y 45-75 kDa).

Baeza en 1990, purificé y caracterizé a los FLH en 3 picos con pesos de 10-12 kDa, 15-17
kDa y 41 kDa, respectivamente, y, con una estructura quimica muy parecida al péptido III
activador del tejido conectivo derivado de las plaquetas.

En 1992, Alam caracteriz6 a una nueva citoquina a la que designé factor activador y
quimiotictico para los monocitos (FAQM), que posee también una gran actividad sobre los
baséfilos como los FLH. E1 FAQM purificado tiene un peso molecular de 8 kDa mientras
que, en estado nativo pesa 12-14 kDa, lo cual lleva a pensar que representa una forma
menor de FLH. El nimero de receptores para el FAQM en los baséfilos se estima en 130 por
célula.

Otros experimentos demostraron que las IL-3; IL-6; IL-7; el FNT-alfa y el FSC-GM
inducian separadamente el 10% de la liberacion de histamina de los baséfilos, y que todas
las citoquinas juntas tan sélo alcanzaban el 20%. Por lo tanto, si bien se admite que estas
citoquinas tienen un leve efecto histaminoliberador, los FLH tienen caracteristicas propias
e individuales, y, son otras citoquinas diferentes a las conocidas. El mecanismo por el cual
los FLH ejercen su accién permanece oscuro y es fruto de atrayentes investigaciones; por
otro lado, la dexametasona inhibe totalmente la produccion de FLH mientras que la
teofilina lo hace parcialmente. Ni la epinefrina ni los antihistaminicos anti-H: y anti-H2
afectan la produccién de los FLH.

Recientemente, el cuantificar la produccién de y la respuesta a los FLH en los pacientes
asmaticos fue de particular interés e importancia para establecer la severidad del asma
bronquial y la eficacia de la inmunoterapia con alergenos. Est4 probado que los asmaticos
atépicos producen y liberan mas cantidad de FLH que los asmaticos no-atépicos, y que, este
desnivel se corrige, por lo menos, transitoriamente, con dicha inmunoterapia. De tal
manera, que la medicién de los FLH puede ser tutil para documentar la eficacia de esa
terapéutica planeando su continuacién y/o finalizacién.

Otro hecho de significacion registrado es aquel que certifica que, en el estudio de la alergia
a los medicamentos, y en el eccema atdpico, la instauracién de una dieta de exclusién,
conduce a una disminuciéon en la producciéon de los FLH. No esta demostrado que estos
factores tengan relacion directa con el ingreso de Ca** a la célula ni con la actividad de la
calcio-calmodulina, que a su vez, activa las enzimas dependientes de ella, mencionadas con
antelacion.

4.- Los mastocitos en la hipersensibilidad.

Son células conectivas receptoras/secretoras de monoaminas y fueron sospechadas como
“paraneuronas” (Fujita, 1977 y Kitamura 1979). Se asocian con las fibras nerviosas en los
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tejidos normales y con las células de Schwann. En los urodeles (Triturus pyrrogaster) poseen
dendritas, que son abundantes en el sistema nervioso central humano cerca de los capilares, las
meninges y los ventriculos, donde se detectan ambos tipos de mastocitos (Tc y MTc) con
granulos unidos a los sacos membranosos del Golgi. Se acepta su origen mesenquimatico a partir
de la célula stem o hemocitoblasto o célula reticular primitiva (CD34+) siendo su factor de
crecimiento (SCF) o factor stem-cell producido por fibroblastos y células endoteliales. El Kit-
ligando o factor steel es el receptor para el SCF, y es una tirosina-kinasa c-kit (CD117) que lo
expresa durante toda su vida a diferencia del baséfilo que lo pierde al diferenciarse. La
circulacion y acumulacion de mastocitos depende de su interaccion con el endotelio por
moléculas de adhesion (integrina a4p7, la adresina MadCAM-1, la VCAM-1 vy receptores de
la familia del supergene de las inmunoglobulinas). La serotonina es quimiotactica para los
mastocitos lo que aconseja el empleo de farmacos antiserotoninicos (ciproheptadina). Nobleza
obliga citar los trabajos pioneros de la década de 1970 de Pedro A. Colombi (1909-1975) y
Angel Alonso, con difenilhidramina, ciproheptadina, el maleato de methylpiperidylidene-
thioxantene (HS592) y el “antaminico” clemastine (BP400) como inhibidores de la histamina, la
serotonina, la bradiquinina y la SRS-A (sustancia de reaccion lenta) o leucotrienes. Esta
demostrada la accion de la IL-3, el RANTES, la MCP-1, las C-X-C, el PF-4, la laminina, la
vitronectina y la fibronectina sobre los mastocitos. Participan en la RIC (respuesta inmune
connatural), pues pueden fagocitar bacterias (Salmonella typhi) estimulados por el LPS a través
de los receptores Toll, activan el complemento por la via alterna, e incorporan virus y paréasitos,
que quedan a merced de sus proteasas, prostanoides, citoquinas y catelicidinas liticas para Gram-
positivos y negativos. También deterioran toxinas de los venenos de Hymendpteros y de ofidios.
Activan la sintesis del colageno y contribuyen a la tolerancia de los aloinjertos. Son muy
sensibles al NGF (nerve growth factor) que es importante en el estrés humano. El nivel sérico del
NGF esta aumentado en la queratoconjuntivitis vernal, en el asma bronquial y en la urticaria
aguda. Se correlaciona con el infiltrado celular de mastocitos, eosinofilos y linfocitos, y, también
con alteraciones psicologicas como la ansiedad, la agresividad, el alcoholismo y la abstinencia a
drogas. EI NGF desgranula violentamente al mastocito, aumenta su supervivencia y estimula su
proliferacion y su sintesis en un feed-back positivo para ejercer efectos mas distantes sobre los
LB de memoria, y otras células hematopoyéticas. Los valores del NGF descienden en el estrés
cronico pues se sintetizan auto-anticuerpos que lo anulan por un mecanismo aun desconocido.
Similares efectos se constataron con la SP, lo que refuerza el efecto de los neuropéptidos (NPO)
sobre los mastocitos sin mediar un anticuerpo especifico, lo cual explicaria las desgranulaciones
explosivas ante agentes “inespecificos” (cuadros anafilactoideos por medios de contraste yodado,
ciertos farmacos, aditivos alimentarios, algunos cosméticos y elementos industriales).

Se podria sefialar que el estrés agudo jugaria un papel destacado en la RIC mientras que el
crénico no, v, por el contrario, en la RIA (respuesta inmune adaptativa) seria preponderante el
estrés cronico y no el agudo. Quizas el tiempo necesario para producir cambios bioquimicos sea
la clave para el diferente impacto del estrés sobre el sistema inmune. Por otro lado, el estrés
crénico podria tener algun efecto sobre el estado atdpico habida cuenta de la actividad sostenida
de numerosos NPO sobre los mastocitos y otras celulas involucradas.

De ahi la preferencia de farmacos con accién central que minimizan a los NPO mientras

que los que no la tienen inhiben sélo a IL-4, IL-6, IL-8 , IL-13 y P-selectina 'y no a los
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NPO. Estas grandes celulas metacromaticas constituyen un grupo heterogéneo vy
multifuncional, que participa en las enfermedades alérgicas, parasitarias, en la angiogénesis y en
remodelacion tisular. Estos mastzellen de Erlich (1878) presentan granulos citoplasmaticos con
heparina e histamina (no hay serotonina en los mastocitos humanos), poderosas enzimas que
facilitan su diagnostico, y proveen una fuente importante de activos principios proinflamatorios
como los sulfolipidos o leucotrienos.

Se acepta la existencia de 2 tipos o subpoblaciones de mastocitos de acuerdo al contenido
enziméatico; asi, se bautiza MCt al mastocito que contiene sélo triptasa (10 pg/célula), que se
asocia estrechamente al sistema inmune ("inmunodependencia" o "LT-dependencia"),
geograficamente ubicado en las mucosas, en los sitios de activacién de LTCD4-Th2, con
notable incremento en las afecciones alérgicas y parasitarias y llamativa ausencia en el
SIDA, y en las enfermedades crbonicas que cursan con diversos grados de inmunodeficiencia
((falta de niveles adecuados de citoquinas?), y, como MCtc al que contiene triptasa (35
pg/célula), quimasa (5 pg/célula), carboxipeptidasa (15 pg/célula) y catepsina-G (12
pg/célula), muy predominante en el tejido conectivo profundo, y en las enfermedades ricas
en fibrosis con escasa participacién en la alergia, las parasitosis e inmunodeficiencias
primarias o secundarias (mastocito pletérico e indiferente).

Estas células ricas en receptores de alta afinidad para la IgE (RFc-épsilon-I) también
poseen receptores para el factor stem o receptor c-kit, para el elemento madurador
proveniente de la célula totipotencial de la médula 6sea. El factor stem es sinénimo del
factor Steel. Si bien la preponderancia de un subtipo sobre el otro demuestra una
distribucién tisular diferente, en todos los casos, coexisten armoniosamente ambas
subpoblaciones de mastocitos en un mismo lugar.

Los mastocitos de la piel expresan CD88 que es el receptor para la anafilotoxina II o Cba, lo
cual establece una conexién inexorable entre activacion del sistema complemento y de estos
mastocitos. Ademas, son sensibles a influencias no inmunoldgicas como la morfina, codeina
y relajantes musculares, que inducen su rapida y peligrosa desgranulaciéon. Con muchos
otros farmacos y neuropéptidos enddgenos se constituye un gran grupo de elementos
inespecificos que desgranulan al mastocito y generan las reacciones anafilactoideas.

No quedan dudas de que los mastocitos son el pivote de los fenémenos de hipersensibilidad
inmediata o reaginica o IgE dependiente (tipo I de Gell & Coombs). Sin embargo, su ubicua
distribucién en todo el organismo y su predileccién por disponerse alrededor de los vasos
sanguineos, convierte a dichas células en verdaderas "farmacopeas" ambulantes, por su
importante contenido en aminas biégenas, enzimas, leucotrienes y citoquinas.

Ademas de su destacada participacion en la rinitis atdpica, en el asma bronquial y en la
urticaria cronica, intervienen en condiciones inflamatorias tales como, la artritis
reumatoidea, la cistitis intersticial, el "colon irritable", la sarcoidosis, la asbestosis, el
espasmo coronario, los queloides, la enfermedad injerto vs. huésped croénica, la
esclerodermia y la fibrosis pulmonar y hepatica.

Se sospecha una interrelacién estrecha entre los mastocitos y los fibroblastos; la histamina
incrementa la proliferacién de estos ultimos con activa sintesis de colageno mientras que la
triptasa y la quimasa digieren a los componentes de la matriz extracelular. El factor de
necrosis tumoral alfa, la IL-4 y el factor de crecimiento para fibroblastos contribuyen a
sintetizar colageno; el propio mastocito elabora su tipo VIII de colageno no fibrilar de
cadena corta que forma un parapeto en la matriz extracelular.
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Se asume que el mastocito de la mucosa respiratoria al ser degranulado por activacién
inmunolégica y no inmunolédgica libera histamina, leucotrienes, enzimas y citoquinas, que
van a generar cambios a nivel vascular (vasodilatacién), gran secrecién de mucus,
constriccién del musculo liso bronquial y estimulacién nerviosa (fibras C). De tal manera, la
activacion de numerosos grupos celulares es la regla; asi, los leucocitos se mueven desde los
vasos hacia el conectivo por medio de un proceso activo donde las moléculas de adhesién del
endotelio vascular, por un lado, y de la matriz extracelular de la célula, por el otro, juegan
un papel trascendental en la adhesion, transmigracién y activacién de los fagocitos. Del
compartimiento intravascular las células inflamatorias se trasladan al sector extravascular
para acudir en respuesta al estimulo infeccioso, inmunol6gico y no inmunoldgico.

Los efectos de la histamina son de corta duracién (1-2 min.) por ser metabolizada
rapidamente por una N-metiltransferasa, y por la histaminasa (diamino-oxidasa).

La heparina, que estabiliza la forma tetramérica de la triptasa, ejerce efectos
anticoagulantes e indirectamente anticomplemento, antikalikreina, secuestra a la proteina
basica del eosinéfilo, estimula la unién a la fibronectina y las actividades de varios factores
de crecimiento.

La triptasa presenta 2 formas, una alfa asociada a la mastocitosis, y otra beta propia de las
enfermedades alérgicas (dosable por RIA en la actualidad). Esta enzima facilita el clivaje de
péptidos broncodilatadores (el VIP y el péptido histidina-metionina), vasodilatadores
(péptido relacionado con el gene de la calcitonina), pero no broncoconstrictores como la
sustancia P, lo cual, da lugar a la hip6tesis del disbalance entre neuropéptidos que llevaria
a la hiperreactividad bronquial. También posibilita la sensibilizaciéon del musculo bronquial
a los agentes que lo contraen; expone una actividad kalikreina-simil con clivaje de la matriz
extracelular a nivel de los tipos IV y VI del colageno y de la fibronectina, incita la actividad
mitogénica de los fibroblastos y de las células epiteliales; estimula la liberacién de IL-8 de
los polinucleares neutrofilos, y, por ultimo, induce una marcada expresion de ICAM-1 por
parte de las células epiteliales. En ausencia de heparina, esta triptasa se desdobla
prontamente en sus monémeros inactivos.

La gquimasa (codificada en el cromosoma 14) es una proteasa monomérica que degrada a la
neurotensina, pero no al VIP ni a la sustancia P. Cliva a la angiotensina I en II muy rapida
y eficientemente lo cual justifica su papel en el control de la circulacién coronaria. Rompe la
unién dermoepidérmica y remodela el colageno. Degrada a la IL-4.

La carboxipeptidasa y la catepsina-G codifican en el cromosoma 14ql1.2 y actdan

sinérgicamente con las otras enzimas degradando proteinas y los residuos carboxilo
terminales de péptidos tales como la angiotensina, la leu-encefalina, la kinetensina, la
neuromedina-N y la neurotensina.

Las citoquinas mastocitarias son las IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF, factor de necrosis
tumoral alfa, IL-8, RANTES e IL-13, segin el orden de importancia, que, promueven
notables cambios en la funcionalidad de otras células de la mucosa respiratoria.

Estas citoquinas son muy rapidamente generadas y segregadas luego de la estimulacion del
receptor de alta afinidad para el Fc de la cadena pesada épsilon (IgE). Algunas de ellas son
responsables de la activacién de los factores nucleares de transcripcién (NF-kB) que se
unen a los promotores de los genes de otras citoquinas, que regulados por elementos cis-
proximales y cis-distales inducen la sintesis final. El receptor épsilon-I posee unidades alfa,
beta y gamma, donde las 2 tltimas contienen un ITAM (0 ARAM o motivo asociado al
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antigeno) que los une a las tirosina-quinasas Lyn y Syk, produciendo su fosforilacién, la
hidrélisis del fosfatidilinositol y la activacién de la proteinquinasa-C.  (9394:9596).

Otras proteinas también son fosforiladas por Syk, como Vav, HS1, NcK, FAK, FAP y
Paxilin, que regulan la ulterior secreciéon de granulos y activacién de la fosfolipasa A2, que,
con el aumento del calcio, genera leucotrienes, tromboxanos y prostaglandinas. Queda
cerrado asi, el circulo que une a células y a moléculas efectoras en una inflamacién de
origen inmunolégico, como lo son las generadas en los atdpicos por la IgE. Todas aquellas
medidas que tiendan a minimizar este mecanismo de cronificacién perversa seran
bienvenidos (v.g. antagonistas o reguladores farmacolégicos, inmunoterapia especifica, etc.).

4.1.- Receptores para la histamina.

Las acciones de esta amina bidégena son mediadas por 3 diferentes receptores que poseen
actividades bien definidas. Los mas importantes efectos en las enfermedades alérgicas son a
través del receptor H1. Ellos incluyen la contraccién del musculo liso; el aumento de la
permeabilidad capilar; el prurito; la generacién de prostaglandinas; la disminucién del
tiempo de conduccién atrioventricular con produccién de taquicardia; la activaciéon de los
reflejos vagales e incremento del monofosfato de guanosina-ciclico (GMPc).

El receptor H2 se relaciona con la secreciéon del jugo gastrico; con el incremento de la
secrecion del mucus bronquial ya que el nasal estd bajo control muscarinico y H1; con el
aumento del AMPc; con la contraccidon esofiagica; con la inhibicién de la liberacién de
histamina por los basoéfilos, pero no por los mastocitos; con la anulacién de la activacién de
los neutréfilos y con la induccién de LT supresores.

El tercer receptor que se encuentra en el tejido nervioso podria actuar como un
retroalimentador negativo en la sintesis de la histamina. La estimulaciéon combinada de los
H1 y H2 conduce a la hipotensién, el enrojecimiento cutaneo y la intensa cefalea.

En la rinitis alérgica atépica los mediadores que actiian son: en la obstruccién nasal (edema
de la mucosa) la histamina (H1), los leucotrienes C4, D4 y E4 y las kininas; en el prurito
(estimulacién nerviosa sensorial) la histamina (H1) y las prostaglandinas; en los estornudos
(estimulacién nerviosa sensorial), la histamina (H1) y los leucotrienes C4, D4 y E4; sobre la
rinohidrorrea (hipercrinia y discrinia), la histamina indirectamente por una descarga
muscarinica y los leucotrienes C4, D4 y E4; sobre la congestién e hiperirritabilidad (fase
tardia), los factores quimiotécticos para los eosinéfilos y neutréfilos y los eicosanoides. Estd
demostrado que la histamina es el principal mediador de esta patologia, pero no el tnico.
Por su parte, en la urticaria participan: en la roncha o papula (aumento de la
permeabilidad vascular), la histamina (H1), la prostaglandina D2, la bradiquinina, el PAF y
los leucotrienes C4, D4 y E4; en el eritema o enrojecimiento cutdneo (vasodilatacién), los
mismos que antes, pero todas las prostaglandinas; en el prurito (estimulacién sensorial
nerviosa) es patrimonio de la histamina (H1). Finalmente, en la anafilaxia, son
responsables la histamina y los eicosanoides de la permeabilidad wvascular, la
vasodilatacion, la hipersecreciéon mucosa, la taquicardia y las arritmias, la hipotension, y
hasta el edema laringeo o intestinal. De no tratarse el colapso con adrenalina 1%o el 6bito
es una posibilidad segura.
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4.2.- Neuropéptidos, inflamacién inmuno-alérgica y mastocitos.

En el dltimo decenio, la EAACI (European Academy of Allergy & Clinical Immunology),
analizé la nomenclatura de la fenomenologia alérgica distinguiendo la alergia-atépica (IgE-
dependiente o hipersensibilidad del tipo I de Gell & Coombs) y la alergia-no atépica no
vinculada con una inmunoglobulina en particular ni tampoco con un mecanismo
biomolecular o celular puntualmente descripto y relacionado con una serie de hallazgos
inflamatorios que producen el cuadro clinico del paciente. Por ello, parecié de interés
reconsiderar todos los factores que estan involucrados en el paciente atépico y en el no-
atopico mas alla de los clasicamente aceptados.

Numerosa informacion documenté las conexiones neuroinmunes. Esta intercomunicacién
bidireccional (“daily cross-talk”) se desarrolla por las hormonas, las sefiales paracrinas y el
contacto directo entre las fibras nerviosas y las células inmunes.

Las pruebas de esta neurotransmisién provienen de los estudios de la inervacién
postganglionar noradrenérgica (NA) de los érganos linfaticos secundarios.

Se demostré: 1): la presencia de fibras nerviosas de NA en érganos linfaticos primarios y
secundarios; 2): la liberacién de norepinefrina (NE) para la interaccién con los
adrenoceptores en las células blanco; 3): adrenoceptores en LB, LT, macréfagos y
granulocitos, y, 4): el papel de la NE modulando las respuestas inmunes.

También, los neuropéptidos inducen cambios en las funciones inmunes y la inervacién
peptidérgica de los érganos linfaticos fue demostrada. Receptores para el VIP (péptido
intestinal vasoactivo) se detectaron en los monocitos y LT humanos y en los LB y LT
murinos. En todos una protein-kinasa dependiente del AMPc resulté activada. El VIP (28
aminodcidos) es un miembro de la familia del liberador hormonal de la secretina- glucagén-
corticotrofina con localizacién en el sistema nervioso central, periférico y entérico. Las
terminaciones que lo liberan estan presentes en tejidos de los mamiferos y en contacto
con células neuronales, epiteliales, endocrinas, vasculares, musculares e inmunes lo que
sugiere un papel trascendente en la fisiopatologia de los sistemas neuroendocrinos e
inmune. Kl gene humano para el prepro-VIP que se codifica como precursor para el VIP y
para el PHM o el péptido de 27-amino-histidina-metionina consiste en 9000 pares de bases
distribuidas en 7 exones del cromosoma 6p21—6qter, y es sometido a regulacién
transcripcional por el AMPc. Inhibe la proliferaciéon mitogénica de los LT, la actividad de
las NKC (células asesinas naturales), modifica la sintesis de anticuerpos e influye sobre la
migraciéon de los LT al GALT o tejido linfoideo asociado al intestino y a los ganglios
linfaticos mesentéricos. Juega un papel en la vasodilatacién que acompafia a los procesos
inflamatorios, especialmente los del tipo I de Gell & Coombs. Los receptores para la
substancia P (SP) se detectaron en linfocitos murinos y humanos, en los mastocitos de la
rata y en los macréfagos de los cobayos. La SP activa los mecanismos del fosfatidil-inositol,
de la protein-kinasa-C y de la movilizacién del calcio. Los receptores de los LT para la SP
son diferentes de aquellos de los mastocitos por su porcién carboxilo-terminal mientras que
la porcién aminoacido-terminal es la necesaria para activar a los receptores mastocitarios.
La SP estimula la mitogénesis de los LT y la liberacion de los mediadores quimicos de los
mastocitos y basdéfilos aumentando la vasodilataciéon local que se previene por la
neurotensina (NT) y la somatostatina (SOM). Los receptores de ésta se detectaron en los
monocitos, LT, LB y baséfilos humanos. La SOM inhibe la proliferacién mitogénica de los
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LT humanos y de los esplenocitos de la rata, la quimiotaxis de los granulocitos y monocitos,
la fagocitosis de los neutrofilos y la liberacién de histamina y de los leucotrienos desde los
mastocitos y los basofilos.

Los receptores para los neuropéptidos-opioides (NPO) se dividen en 2 clases, segtin se unan
a la morfina y a la naloxona (uy 8), y aquellos que no lo hacen -llamados atipicos- (a, B y 7).
Los primeros se hallan en los granulocitos, monocitos y plaquetas humanos mientras que
los atipicos se detectan en los linfocitos humanos y en las células del timoma. E1 AMPc
unido al receptor para opioides es dependiente de cada péptido especifico y del tipo de
receptor celular. Los NPO alteran la produccién de anticuerpos, la mitogénesis de LT, la
expresion de los receptores CD21 y CD25, la produccién de IFN-y, la citotoxicidad de los
LTCD8+ y las funciones fagociticas.

Investigaciones de los ultimos afios han establecido que ciertos neurotransmisores y
neuropéptidos liberados en el sistema nervioso auténomo ejercen notables actividades
regulatorias sobre la mucosa respiratoria. Histéricamente, las influencias colinérgicas y
adrenérgicas fueron bien documentadas, y su predominancia en este terreno no deja
muchas dudas. Sin embargo, el sistema no-adrenérgico, no-colinérgico (NANC) despliega un
efecto mas sutil, leve, pero més sostenido en el tiempo. Péptidos provenientes de nervios
sensoriales tales como, el péptido relacionado con el gene de la calcitonina, la sustancia Py
la neurokinina A, pueden participar en la respuesta axdénica mediando vasodilatacién y
exudacién plasmatica.

La sustancia P y el péptido liberador de gastrina inducen secrecién abundante de las
glandulas mucosas. Las respuestas defensivas en la injuria a la mucosa pueden ser
amplificadas por una respuesta axonal que promueve gran reactividad vascular y
glandular.

La actividad colinérgica es la responsable de los reflejos parasimpaticos, pero el VIP
(péptido intestinal vasoactivo) al regular la liberacién de la acetilcolina, incrementa la
secrecion glandular y tiene un efecto vasodilatador.

Las influencias simpéticas son potenciadas largamente en el tiempo por el neuropéptido Y o
neuropéptido-tirosina que se desempefia como vasoconstrictor de accién sostenida.

Estos péptidos “parasimpatico-like” como la sustancia-P, el VIP, el péptido relacionado al
gene de la calcitonina y la neurokinina-A incentivan la vasodilatacién mientras que los
“simpatico-like” como el neuropéptido Y la disminuyen. Estos datos parecen sugerir que los
reflejos nasales y traqueobronquiales hiperreactivos participan activamente en los
sindromes de hiperreactividad nasal y bronquial. La etiologia de la rinitis vasosecreto-
motora (inespecifica y no inmunolégica) podria radicar en un desequilibrio de todas estas
sustancias neurogénicas. Estos péptidos incrementarian la patogénesis de las enfermedades
virales del aparato respiratorio. Asi, la bradiquinina es generada activamente durante las
infecciones a rinovirus, y, puede estimular las reacciones vasculares a través de reflejos
parasimpaticos. Las infecciones rinosinusales crdnicas, especialmente bacterianas, se
asocian con anormalidades en la secreciéon de proteinas desde los vasos lo cual facilita
ulteriores injurias inflamatorias por estar la mucosa modificada sustancialmente.

Diversos irritantes quimicos, el aire frio o el recalentamiento del mismo después de una
exposicion al frio, olores penetrantes y particulas en aerosol estimulan a los nervios
sensoriales e inducen obstruccién y rinorrea. Estas respuestas son particularmente
exageradas en aquellos portadores de rinopatias crdénicas no alérgicas no pudiéndose
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explicar muy bien el porqué habida cuenta que los experimentos desarrollados hasta ahora
no evidenciaron lesién histopatolégica subyacente.

Por otro lado, si producen dano epitelial manifiesto con desgranulacion mastocitaria
evidente y despolarizaciéon de las fibras nerviosas adyacentes, el humo del cigarrillo, el
ozono, el formol, los solventes organicos y el diéxido de azufre. El reflejo parasimpatico es la
regla. La aplicacion tépica de serotonina, capsaicina y nicotina induce rinohidrorrea,
estornudos y dolor quemante, que son bloqueados por la atropina lo que refuerza el
mecanismo vagal involucrado.

Se advierte que en la rinitis vasosecretomotora y en sindrome de hiperrreactividad
bronquial ciertos péptidos neurogénicos juegan un papel muy importante; ellos forman
parte de una serie de mecanismos basicos de “defensa” de dicha mucosa frente a agresores
del medio ambiente, que, evidentemente se exaltan en determinadas circunstancias
generando ciertos cuadros clinicos. El porqué sucede esto es de muy pobre conocimiento; no
existe hasta la fecha un estudio serio que demuestre que estas condiciones clinicas se deban
a “conflictos emocionales”.

El mastocito segrega por exocitosis muchas sustancias y éste fenémeno esta regulado por
una synaptotagmina que es una proteina homoéloga de aquella que constituye las
membranas de las vesiculas sinapticas implicadas en el control de la liberaciéon de
neurotransmisores Ca++ dependiente. Los derivados del Ginseng Rb1l y Rb2 inhiben todo
incremento del diacetil-glicerol producido en la activacién mastocitaria por reacciones
antigeno-anticuerpo, por superantigenos como las toxinas estafilocéccicas A, B y TSST-1,
por haptenos involucrados en las reacciones de hipersensibilidad retardada y por la
adenosina que potencia fisiologicamente la liberacién de histamina. Por otro lado, la
seriglicina segregada como glucoproteina de fase temprana de activacién mastocitaria, la
sintesis y liberacion de IL-13, la expresién del CD28 ante productos bacterianos como los
LPS, y los escasos aportes de factor de necrosis tumoral alfa, no se ven afectados por aquel
inhibidor.

Por inmunohistoquimica se reveld la presencia de NPO en los 6rganos linfaticos primarios y
secundarios. La SP, el VIP, el neuropéptido Y (NPY), la SOM, las encefalinas (ENK), las
endorfinas (END), la colecistoquinina (CCK), la vasopresina, el péptido relacionado con el
gene de la calcitonina (CGRP) y el polipéptido pancredtico se destacan entre los hallazgos.
Al igual que la inervaciéon simpatica, fibras peptidérgicas estan presentes a lo largo de la
vascularizacién de los parénquimas. El factor de crecimiento neural (NGF) estd
distribuido en el sistema nervioso central y periférico y actia en el desarrollo y el
mantenimiento de las neuronas sensoriales y simpaticas y de las neuronas colinérgicas de
los nucleos basales. Las respuestas neuronales al NGF se inician a través de la interaccién
con su receptor especifico de membrana (NGFR). Es una citoquina inmuno-estimulatoria
que incrementa a otros factores autocrinos y paracrinos. Sus valores estan elevados en la
inflamacién aguda y crbonica y de respuesta inmune activa. Un papel para el NGF en las
interacciones psicoinmunes se ha detectado en los eventos estresantes donde sus valores se
incrementan en la sangre y en los tejidos con desgranulacién mastocitaria masiva.

Timo y médula 6sea : el primero es el mas estudiado dado que la médula 6sea presenta
dificultades para identificar con precision el o los péptidos activos in situ por métodos
Inmunocitoquimicos aunque aquellos estén vinculados estrechamente con los vasos
sanguineos. En el timo humano, fibras nerviosas liberadoras de TH (tirosina hidroxilasa),
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DBH (dopamina B-hidroxilasa), NPY, SP, neuroquininas A y B, CGRP, VIP y NA fueron
halladas siendo la dltima la mas abundante. El NPY se localiza junto a las fibras de NE
que entran al timo por la capsula o con las arteriolas superficiales. Las fibras de SP, CGRP
y de VIP se ubican cerca de los mastocitos.

Bazo: El NPY, la met-ENK, la CCK, la neurotensin (NT), la SP y el VIP se ubican a lo
largo de la arteria central de la pulpa blanca y de sus pequefas arteriolas. Fibras con la
TH y el NPY se distribuyen por la capsula, sus trabéculas y venas tanto de la pulpa
blanca como de la roja.

Ganglios linfaticos: Fibras nerviosas de NPY, VIP, SP, CGRP, dinorfina A y CCK se
hallaron en varias especies de mamiferos. En los humanos, el NPY y el VIP se relacionan
con los vasos mientras que la SP y el CGRP se hallan en el hilio, la capsula, la unién
corticomedular y las regiones interfoliculares en contacto con los linfocitos.

GALT: La presencia de SP, SOM, VIP y CGRP esta documentada aunque en el BALT
es mas dudosa, pero no descartada considerando el papel de la SP en la infeccién por el
virus respiratorio sincicial. La SP y el CGRP estan relacionados con los mastocitos en la
mucosa yeyunal.

La presencia de transmisores colocalizados en una misma terminal nerviosa y la liberacién
de neurotransmisores en un microambiente donde citoquinas y hormonas estan presentes
permiten la interaccién entre ellos en un “dialogo” con respecto a los diversos receptores
celulares.

Los mecanismos podrian ser:
1): unién fisicoquimica de 2 neurotransmisores;

2): competicién por el mismo sitio de unién como se vio para la SP y 1a NT en la
inflamacién local;

3): la unién de un neurotransmisor a su receptor especifico alterando las sefiales generadas
por la unién de otro neurotransmisors;

4): verdaderos efectos neuromoduladores (CGRP y NPY pueden ejercer sus efectos sobre SP
y NE respectivamente), y,

5): la modulacién presindptica de la liberacién de un neurotransmisor por otro
neurotransmisor.

Se asume que la influencia de los neuropéptidos sobre las células inflamatorias in vivo
seria progresiva, simple o Unica en un principio, y luego compleja o en combinacién. El
NPY esta involucrado en el estrés como un “ansiolitico” neuromodulador y como un
nervio simpatico y un vasoconstrictor derivado de las plaquetas. Se comporta como
mitégeno vascular por la via de los receptores Y1/Y5 y es angiogénico por la via Y2/Y5 con
hipertrofia de la media y neoformacion de la intima.

48



El NPY exégeno (dipeptidil peptidasa IV = DPPIV que es un agonista selectivo de los
Y2/Y5) y el estrés crénico incrementan estos efectos y ocluyen vasos con lesiones simil-
ateroesclerdticas con trombos y macrofagos cargados de lipidos.

Los antagonistas de Y1 bloquean el estrés inducido por la vasoconstriccién y las oclusiones
post- angioplastia y pueden ser terapéuticos en el angor pectoris y en las reestenosis
ateroesclerdticas. Ademas, la isquemia tisular activa a las neuronas y a la angiogénesis y
arteriogénesis.

Los agonistas del NPY-Y2-DPPIV son utiles para la revascularizaciéon isquémica y la
cicatrizaciéon de las heridas mientras que los antagonistas son benéficos en las retinopatias,
tumores y obesidad. El estrés esta subvalorado en estas condiciones clinicas como un
factor de riesgo, y los farmacos que se basen en las acciones del NPY pueden ofrecer
interesantes adelantos.

La OMS tomando como suyas las palabras de Hans Selye definio al estrés como “toda aquella
respuesta inespecifica del organismo ante cualquier presion del exterior”, estableciendo una
clara diferencia con la respuesta inmune adaptativa que es fundamentalmente especifica. Si un
individuo es sometido en forma breve o prolongada a agentes fisicos, quimicos, bioldgicos o
sociales, intenta adaptarse a dichas demandas en forma paulatina y progresiva. Ante la
persistencia de la noxa (0 noxas concurrentes) la capacidad de respuesta disminuye debido a la
fatiga que se produce en los sistemas vinculados con la adaptacion (neuroendocrino,
inmunoldgico y circulatorio) especialmente del eje hipotdlamo-hipofisis-suprarrenal (HHS) cuya
importancia es notable en ambas formas de estrés, pues se lo relaciona con enfermedades con
una base genética poco conocida aun (gastritis y Ulcera gastroduodenal, hipertensién arterial e
infarto del miocardio, neurosis post-traumatica, ansiedad, insomnio, depresién , entre otras). El
factor liberador de corticotrofina (CRF) es un neurotransmisor que participa en la activacion de
los sistemas simpatico y serotoninérgico. Su actividad se ejerce por receptores especificos
(CRF1y CRF2) que son antagonicos Yy que se hallan distribuidos en el sistema limbico, en el
hipotdlamo y en las células inmunes.

Mc Ewen y Wingfield en 2003 y 2005, introdujeron el concepto de alostasis como una medida
del esfuerzo fisiolégico acumulativo impuesto al organismo al intentar responder a las
exigencias diarias de la adaptacion. “Es el precio que paga el organismo para adaptarse”. La
alostasis estd vinculada con los niveles de cortisol, adrenalina, prolactina, neuropéptidos y
citoquinas séricos que se miden por RIA. El estrés crdnico activa los nacleos dorsales del rafe y
el CRF modifica el sistema serotoninérgico incrementando la funcionalidad del receptor
5HT2A vy disminuyendo la actividad del receptor SHT1A apareciendo la ansiedad y la
depresion.

Se agrega la hipersecrecion de glucocorticoides que desensibiliza a los receptores centrales ante
la inhibicion del eje HHS vy las citoquinas proinflamatorias que acompafian al estrés cronico
también estimulan al eje HHS intensificando la respuesta estresante. Bonet en 2003, analizé las
respuestas a estresores dentro del concepto de alostasis de Mc Ewen (1998). Asi, sefialo que el
ser humano debe invertir energia y recursos para alcanzar la homeostasis, mantener la estabilidad
y adaptarse a las tensiones. Describid 4 tipos de carga alostatica: 1) : cuando el estrés produce
una respuesta fisica inmediata, cesando prontamente Yy recuperando la normalidad sin
consecuencias; 2): cuando la respuesta normal se mantiene en el tiempo por la exposicion
prolongada del estresor y cesa abruptamente y recupera los niveles basales sin otras
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consecuencias; 3): cuando la respuesta se prolonga demasiado y el organismo debe buscar otros
niveles de homeostasis y mantenerse alli sin poder volver a los niveles basales, y, 4): como
cronificacion del anterior, la aparicion de alguna alteracion morfoldgica y funcional organica
atribuida, razonablemente, al estrés cronico.

Ademaés del papel que juega el CRF, todos los cambios en los sistemas serotoninérgico y adrenérgico
sumados a la activacion de los macrdéfagos de sangre periférica y del sistema nervioso central
liberando citoquinas en el cerebro y en la sangre predisponen a la ansiedad y a la depresion.
Cambios neurodegenerativos del cerebro en la edad provecta en depresivos cronicos resultan en
la activacion de la enzima indolaminodioxigenasa (IDO) que convierte al triptofano a través del
metabolismo de las quininas en el neurotdxico acido quinolinico.

Los glucocorticoides y las catecolaminas inhiben a la IL-12, al TNF-a y al IFN-y, pero
estimulan la sintesis de IL-10, IL-4 y de TGF -B. Asi, el estrés induce una activacion Th2 que
protege al organismo de una sobreactuacion de las citoquinas proinflamatorias derivadas de los
LTCD4+ Thi.

Las hormonas del estrés pueden facilitar la inflamacion a través de la actividad de las IL-1, IL-6,
IL-8, IL-18 y TNF-a. , la produccion de CRF vy la sintesis de la SP. Una
evaluacion del estrés agudo fue llevada a cabo en 100 estudiantes de medicina (19-23 afios; 58
varones y 42 mujeres), sanos, atopicos (70) y no atdpicos (30), valorando sus inmunoglobulinas,
complemento, LTCD4+ y LTCD8+, neutrofilos y monocitos séricos, ademas de pruebas
intradérmicas de lectura inmediata con 3 aeroalergenos ubicuos del habitat (acaros
Dermatophagoides, Blattaria 'y Alternaria) 'y controles negativo y  positivo.
Idénticos parametros se repitieron en los mismos estudiantes durante las vacaciones. En los no-
atépicos ninguna diferencia pudo advertirse entre ambas situaciones, sus pruebas cutaneas
siempre fueron negativas y los valores séricos se hallaron dentro del 5% de significacion
estadistica.

En los atdpicos pudo observarse un descenso de la IgE sérica total hasta de un 15% del valor
basal, con pruebas positivas inmodificables. Se descarto6 la influencia ambiental (polinosis) y la
ingesta de medicamentos que pudieran inducir el cambio. Se supone que neuropéptidos en el
estrés agudo de los atopicos podrian estimular a LB-IgE+ — plasmocitos para una activa sintesis
de la IgE.

Autores argentinos indujeron en ratones un estrés crénico y probaron la reduccién linfocitaria
del Ca2+, la disminucién de la proteinkinasa-C, la activacién del NF-xB e incremento del
inhibidor del AMPc en el metabolismo de la proteinkinasa A comparados con ratones no
estresados.

Ello justificaria la menor citotoxicidad de los LTCD8+ humanos en el estrés cronico. La
convivencia con familiares enfermos crénicos y con evidente dolor moral reveld caida en la
citotoxicidad de los LTCD8+ y de las citoquinas Thl. Adolescentes con asma bronquial con
elevados niveles de citoquinas Th2, valor normal de IFN-y vy bajo nivel de cortisol matinal se
asociaban a importante estrés con pobre autoestima. Productos del sistema inmune ejercen
poderosos efectos sobre el HHS vy la astroglia, que, por su similitud con las células epiteliales
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timicas, elaboran péptidos, neurotransmisores, hormonas y citoquinas que son reguladores
autocrinos/paracrinos. El timo, la quimioquina TARC, la citoquina timica TSLP del estroma
linfopoyético y la quimioquina CTACK son las responsables del transito de LTCD4-Th2 en la
piel alérgica y son marcadores del estrés cutaneo. 67

4.3.- Importancia de la interleuquina 15.

Las comunicaciones intra e intercelulares en la respuesta inmune son mediadas por
diversas citoquinas que poseen un alto grado de redundancia y pleotropia. La redundancia
esta parcialmente explicada por el hecho de que los receptores para las distintas citoquinas
exhiben subunidades comunes en su estructura; asi, en el caso de la IL-2, su receptor IL-2R
tiene como subunidades a alfa (IL-2Ra), a beta (IL-2RB) y a gamma-c, que a su vez, es
expresada por IL-4R, IL-7R e IL-9R. Ultimamente, se caracterizé a la IL-15 que utiliza
también la subunidad gamma-c, y que, en un principio, se pensé que ciertas actividades se
debian a la IL-2.

Ambas citoquinas pertenecen a la estructura de las 4-alfa-hélices, y eso contribuyé a la
confusion académica, que tan sélo se aclar6 al detectar la utilizacién de un segundo receptor
por medio de IL-15, justamente, en un modelo experimental que empledé mastocitos, donde
la IL-2 es inactiva.

El gene de la IL-15 humana mapea en el cromosoma 4q31 mientras que la murina lo hace
en el 8. tiene 14-15 kDa de peso molecular, y no hay mayor significacién entre la secuencia
aminoacidica de IL-15 e IL-2.

Esta ultima es elaborada por los LT y su expresién esta controlada predominantemente a
nivel transcripcional; el ARNm de la IL-15 no puede ser demostrado en los LT normales o
activados, pero si se lo detecta por Northern-blot en placenta, musculo esquelético, rifidn,
pulmén, corazén, fibroblastos, monocitos y células epiteliales.

Si bien la expresién estd controlada en parte a nivel transcripcional, lo hace
mayoritariamente a nivel posttranscripcional en la translacién y trafico intracelular. Todo
ello explicaria el pleotropismo aunque las cantidades de IL-15 en los sobrenadantes
celulares seran menores que las de la IL-2, sospechandose otros mecanismos reguladores
responsables de este fenémeno.

Para justificar las similitudes entre las IL-15 e IL-2, la primera debera utilizar alguna
subunidad del IL-2R para unirse y para enviar senales al interior. Mientras la subunidad
alfa no parece estar involucrada, si lo hacen la beta y la gamma-c, como se comprueba en
los LT y NKC activados. Existe una proteina IL-15Ra en comparacién con aquella de la IL-
2Ra aunque su homologia es muy baja; pero ambos receptores muestran un motivo similar
conservado llamado GP-1 o dominio SUSHI. Los receptores para IL.-15Ra e IL.-2Ra mapean
sus genes en el cromosoma 10.q14-15 humano. E1 ARNm del IL-15Ra también presenta una
amplia distribucién celular que incluye a los LT, LB, macréfagos, células de los estromas
timico y de la médula 6sea, higado, corazén, bazo, pulmén, muisculo esquelético y células
endoteliales activadas. Esta amplia distribucién es la que genera su pleotropismo y
multifuncionalidad.

El IL-15R no posee dominios proteicos del tipo proteina-kinasa, activa a los sistemas
enzimaticos JAK-1y JAK-3, produciendo éste tltimo la fosforilacién y translocacién nuclear
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de STAT-3 y STAT-5 que generan la activacién nuclear necesaria para la sintesis de las
citoquinas y sus receptores especificos.

El tipo 2 del IL-15R fue estudiado en los mastocitos habida cuenta que estas células no
poseen receptor para la IL-2 y por lo tanto todo efecto de la IL-15 se ejerceria a través de un
receptor diferente. El mastocito expresa una proteina de unién de 60-65 kDa, bautizada IL-
15RX ya que su composicién quimica difiere de las subunidades alfa, beta y gamma-c
conocidas. Esta proteina induce la fosforilacién de la tirosina del JAK-2, pero no de JAK-1,
JAK-3 0 TYK-2; de alli se transcribe a STAT-5 y la activacion ulterior.

La IL-15 exhibe numerosas funciones, que se podrian resumir asi: proliferaciéon de LT y de
NKC:; sinergia con IL-12 en la sintesis de interferon-gamma y factor de necrosis tumoral;
inducciéon de la sintesis de inmunoglobulinas por plasmocitos al facilitar la unién del CD40
con su ligando; hipertrofiar a las fibras musculares esqueléticas como si fuese un anabdlico;
colaborar con la IL-3 y el factor stem-cell o Steel en la diferenciacién de los mastocitos.

Esta citoquina se expresaria en forma anormal en la artritis reumatoidea y en las
enfermedades crénicas del colon como la de Crohn o colitis ulcerosa, en las cuales se
detectaria un nivel anormal del factor de necrosis tumoral alfa.

5.- Los linfocitos T y el sindrome atépico.

La poblaciéon linfocitaria TCD4 es un grupo fascinante y heterogéneo de células
Inmunocompetentes, que puede ser subdividido, por lo menos, en 2 subtipos llamados Thl y
Th2, aunque ahora debemos agregar a los T-reguladores (T-reg.) Los primeros son
Importantes en la activacién de los macréfagos y en la induccién de los fenémenos de
hipersensibilidad retardada. Los segundos son relevantes en la inmunidad humoral
(sintesis de anticuerpos) y en las enfermedades alérgicas. Ambos subtipos derivan de un
precursor comun bautizado ThO que segrega soélo I1.-2 ante la exposicion al antigeno; si la
estimulacién antigénica continia de una manera crénica e intensa, esos LT-CD4 se
diferencian en forma polar hacia Thl o Th2. Los T-reg son unos linfocitos que controlan las
respuestas de los Thl y Th2 y desempefian una funcién central en evitar las enfermedades
autoinmunes y las alérgicas. Se reconocen 2 tipos de T-reg: los naturales y los adaptativos.
Los primeros derivan de los LTCD4-CD25 del timo y bloquean a las células autorreactivas
por contacto fisico directo, mientras que, los segundos, se generan en la periferia y ejercen
su actividad sobre los autorreactivos por medio de sus citoquinas. Las enfermedades
alérgicas podrian ser el resultado de un desequilibrio entre la activaciéon de los LT-reg por
el alérgeno y los LTCD4-Th2 efectores en un proceso donde las células dendriticas juegan
un papel trascendental. Varias citoquinas como las IL-6, IL-21, IL-25 (0 IL-17E) y la
linfopoyetina timica estromal (TSLP) parecen contribuir de manera importante en esta
inflamacién. La IL-25 producida por los Th2 es una inductora potente de la sintesis de IL-
4, IL-5 e IL.-13. Por experimentos in vitro se observé que las células que responden a la IL-
25 liberando citoquinas Th2 expresan moléculas de clase II del CMH, y también CD11c
caracteristicas de células accesorias no-T/mo-B. Los LT-reg carecen de marcadores
moleculares especificos de linaje, y tanto pueden ser CD4 como CDS8, con CD25, CTLA-4,
TGF-B y GITR (receptor para el factor de necrosis tumoral inducido por glucocorticoides);
segregan IL-10 y TGF-B, expresan el factor de transcripcién nuclear FOXP3 (forkhead box
P3), y suprimen respuesta inmune por contacto célula a célula o a través de sus citoquinas.
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Una observacién que discute la asociacion entre una deficiencia de T-reg y el
establecimiento de las enfermedades alérgicas es la mutacién del gene que codifica para
FOXP3, que seriamente compromete funcién T y resulta en el IPEX (inmunodisregulacién,
poliendocrinopatia y enteropatia ligada al X) caracterizado por endocrinopatias
autolnmunes con atopia, eosinofilia, eccema severo y alergia por alimentos. La generacion
de células supresoras durante la inmunoterapia puede ser una llave importante en la
eficacia del tratamiento. Los T-reg inhiben a los mastocitos, basoéfilos y eosinéfilos y causan
remodelacion tisular. La IL-6 puede determinar un balance entre T-reg y CD4-Th2. La IL-
6 se une al IL-6R e induce proliferacién de Th2 en la mucosa respiratoria. El bloqueo de la
citoquina reduce a los Th2 en la mucosa bronquial. Este hecho puede tener implicancias
terapéuticas.

Las células dendriticas (DC) pueden ser 1 y 2 (DC1 y DC2) Las DC1 producen IL-12 y
expresan niveles elevados de moléculas coestimulatorias induciendo Thl con sintesis de
IFN-y e IL-2. Las DC2 inducen respuestas Th2 con IL-4, IL-5 e IL-13. Las DC reguladoras
segregan IL-10 e inducen células T-reg. La alergia podria surgir de un mecanismo
aberrante DC2—Th2 como lo proponen algunos investigadores. La citoquina TSLP ejerce
un efecto sobre DC para promover diferenciacion especifica hacia TH2; esta aumentada en
las vias respiratorias de asmaticos correlacionandose con la severidad de la enfermedad, y
en el eccema atdpico altamente expresada en los keratinocitos. Los leucotrienes, la PGEZ2, la
PGD2 y la histamina aumentan la actividad de las DC2 proalérgicas; se contraponen la IL-
10, el triptofano y sus metabolitos y la vitamina D3 que las hacen tolerogénicas. Una caida
en los T-reg resulta de su falta de contacto con microorganismos originando un fracaso en
la inhibicién de una respuesta especifica T contra el antigeno inoculado como alergenos o
autoantigenos. Asi, Mycobacterium bovis induce incremento de T-reg alergeno-especificos
que confieren proteccién contra la inflamacién de la via aérea.

La atractiva plasticidad de los LT-CD4 ha comenzado a ser aceptada ya que permite
comprender la relacién inversa entre las vertientes humoral y celular de la respuesta
Inmune, tal como se comprueba en la inmensa mayoria de las enfermedades infecciosas, es
decir, en la reaccién contra los patégenos al igual que en algunas enfermedades
autoinmunes.

Mientras que los Thl respondedores a la IL-12 producen IL-2, IFN-y y factor transformante
beta, los Th2, no responden a la IL-12 y producen IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Las
enfermedades alérgicas serian, por lo tanto, el resultado de la hiperactividad de los Th2 y la
gran elaboracion de sus citoquinas las promotoras de una inflamacién crénica y amplificada
que genera una fase tardia, como se constata en la rinitis atépica y en el asma bronquial.
Esta predisposiciéon por los Th2 depende de factores genéticos poco conocidos atin, una
exposicion muy temprana y sostenida al alergeno, la fisicoquimica de éste, las cantidades, el
tipo de célula presentadora, las senales coestimulatorias recibidas por el LT y las citoquinas
presentes en el habitat celular. Por lo tanto, los LT-CD4 no estan predeterminados
inexorablemente sino que los elementos sefialados son los que generan el viraje funcional
del mismo, convirtiéndolo en un linfocito efector de una calidad de respuesta.

Cuando se analiza el comportamiento de los LT de memoria inducido por los factores
acotados, tienden a producir el mismo patrén de citoquinas si son reestimulados. Pero ello
no ocurre si se trata de LT de memoria en reposo; éstos evidencian una notable
“maleabilidad” y pueden ser “reprogramados” lo cual se disfruta como un beneficio
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terapéutico para las alergias y las autoinmunes. Todo parece depender de la intensidad con
la que IL-12 actiia sobre el LT de memoria en reposo; asi, los Th2 pueden producir
citoquinas del tipo Th1 en bajas concentraciones de la citada citoquina, pero en altas dosis
vuelven a elaborar IL-4 y ademés pierden su receptor para IL-12 fijando su subtipo (Th2)
definitivamente.

Diferentes estudios han demostrado que las cantidades de citoquinas producidas por los
Th2 varian notablemente segin las muestras obtenidas, y de esa forma, pueden
incrementar la sintesis de IgE o de IgG4, o por el contrario de IgA o de IgG2.

También pueden suprimir respuestas inflamatorias autoinmunes como en la encefalitis y
en la diabetes. Asi se ha visto que la concentracién del factor transformante beta estaria en
directa relacién con el desarrollo de una funcionalidad Th2- colaboradora, muy involucrada
en la sintesis de anticuerpos, de otra Th2- reguladora/supresora, a la que algunos autores
bautizan como Th3.

La rinitis alérgica y el asma bronquial representarian una aberraciéon patolégica de la
tolerancia de las mucosas en las que los LT normalmente deberian dar lugar a Thl o a
reguladores/supresores Th2, pero que dan origen a Th2-colaboradores que inician e
intensifican la inmunidad humoral y la inflamacién alérgica.

La administracion oral de bajas dosis de un antigeno induce poblaciones LTCD4
productoras de IL.-4 y de factor transformante beta mientras que las altas dosis producen
tolerancia, delecién o no-respuesta.

En modelos de esclerosis multiple en primates, la inmunoterapia oral con antigenos induce
Th2-colaboradores mas que Th2-supresores con agravamiento de las lesiones y la
produccién de autoanticuerpos.

Si se admite que las enfermedades alérgicas son el resultado de la hiperproducciéon de
citoquinas-Th2, el convertir a estas células en Th-1 seria un objetivo mas que deseable.
Estos linfocitos al producir IFN-y inhiben la sintesis de la IgE con el efecto benéfico que ello
significa; por otra parte, sujetos no alérgicos presentan LTCD4-Thl especificos para un
antigeno en ausencia de sintomas clinicos. Una respuesta Thl muy vigorosa, por su parte,
puede causar considerable dafno tisular a nivel de las mucosas respiratoria o digestiva, ello
puede o no ser banal en un atdpico. Surge asi, el analisis de los beneficios de la
Inmunoterapia con alergenos tan cuestionada en el pasado; en la actualidad, existen
numerosas pruebas irrefutables que tal procedimiento modifica la funcionalidad linfocitaria
y el patréon de citoquinas preponderante. Asi, en el atdpico, disminuyen los LTCD4-Th2, y se
incrementan los LTCD4-Th1 al utilizar dosis elevadas del antigeno que es procesado por el
monocito/macréfago mas que por el LB. La presentacién antigénica por éste ultimo
favorece la sintesis de IL-4 méas que del IFN-y presumiblemente por incrementar la
coestimulacién de los LT a través del ligando para el CD40.

También es posible que la inmunoterapia induzca la expansion clonal de los Thl y no la
disminucién cuantitativa de los Th2. La inmunoterapia convencional (por la via parenteral
es la Unica con probada eficacia) puede ser mejorada con el agregado del ADN
complementario (ADNc) para las proteinas del alérgeno. Este ADNc es tomado por las
células somaticas y lentamente convertido en proteinas, induciendo en ratones, una
respuesta Th1 al igual que la remota probabilidad de la anafilaxia.
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La utilidad de este ADNc se debe a la presencia de motivos de citosina/guanosina no
metilados en ese ADN, que serian adyuvantes inductores de la sintesis de IL.-12 e IL-18 con
exaltacion de la produccion de IFN-y.

Otra metodologia para minimizar el deletéreo efecto de las citoquinas-Th2 incluye a la
tolerizacién o la apoptosis de los LT alérgeno-especificos. Podria lograrse por la
administracién oral de altas dosis del antigeno sin adyuvantes o de péptidos derivados de
ellos. Ambas estrategias estan siendo actualmente ensayadas en enfermedades
inflamatorias autoinmunes, tales como, la artritis reumatoidea (con diversos tipos de
coldgeno), la esclerosis multiple (con proteina bésica de la mielina), la diabetes (con
insulina) y las alergias (con alergenos o péptidos inmunodominantes).

Asi, el Der p 1 del acaro Dermatophagoides pteronyssinus y el Fel d 1 del "epitelio" del gato
demostraron su eficacia en modelos experimentales y en humanos reduciendo sus sintomas
clinicos de alergia respiratoria.

Estos péptidos inmunodominantes no demuestran igual reactividad en todos los pacientes;
este hecho se asocia a diferentes haplotipos del CMH de los enfermos y resulta una
limitante para la generalizacién del tratamiento.

La IL-12, por su parte, también parece ser una posibilidad terapéutica; sola o en
combinacién con la IL-18 y/o con el alérgeno, evidencié cambios en la funcionalidad
linfocitaria disminuyendo la producciéon de IL-4 e IL-5 y aumentando la del IFN-y. La
presencia del antigeno o de su(s) péptido(s) inmunodominante(s) brinda especificidad al
cambio Th2 — Thl. Existen numerosas pruebas de este fenémeno en el modelo
experimental que estudia la respuesta inmune a Leishmania major.

Parece oportuno senalar que los atopicos no sélo son capaces de elaborar una respuesta Th2
ante alergenos ambientales sino también contra agentes infecciosos y hasta auto-antigenos.
La preponderancia de estas citoquinas favoreceria la no-respuesta autoinmunitaria (Th1l),
pero si una baja reaccién contra patégenos intracelulares (v.g. Mycobacterium tuberculosis).
Esta asociacién inversa entre atopia y PPD se documentd, recientemente, en una gran
poblacidon infantil; sin embargo, no puede sostenerse que favorezca la infeccién en si misma
aunque si que modifique su evolucion.

La atencién esta focalizada en la produccién reducida de IL-12 y en el incremento de IL-10,

que, al actuar como una especie de "anti-IFN-y natural” permite la sintesis imprudente de
IL-4.

6.- La IL-4 ysu receptor (IL-4R).

La IL-4 es esencial en el desarrollo de las enfermedades alérgicas atépicas por su notable y
peculiar influencia sobre los LTCD4-ThO y su conversion en LTCD4-Th2. Esta
glucoproteina de 18-20 kDa y 153 amino4cidos presenta un 50% de homologia con su
similar del ratén. Ambas citoquinas actian de manera especifica de especie. Es producida
por los LTCD4, los mastocitos y los baséfilos en respuesta a la activacion del ReT en el
primer caso, y del receptor épsilon de alta afinidad en el segundo. La produccién de la IL-4
es rapida, y transitoria después de una a cinco horas de la activacion y se pierde luego de 24
a 48 hs. de la misma.

Esta citoquina posee efectos fisioldgicos pleotrdpicos, es decir, es una citoquina de "amplio
espectro". No obstante, su especializacién recae en la diferenciacion de las poblaciones
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LTCD4-ThO hacia LTCD4-Th2. También evidencia fuertes acciones contra la IL-12, que,
naturalmente induce un desarrollo LTCD4-Thl.

Presiona al LLB para la producciéon de IgE e IgG4, al igual que, regula positivamente al
CD23, a las clase II del CMH, al IL-4R e IL-2beta, al CD40 y para Thy-1. Esta accién sobre
la sintesis de la IgE es crucial para el desarrollo de las enfermedades alérgicas-atépicas.

Los macréfagos muestran una incrementada expresion del CD23, de la presentacion
antigénica y de la citotoxicidad contra las células tumorales, mientras que, las producciones
de IL-1, IL-6, IL-8, factor de necrosis tumoral, peréxido de nitrégeno, 6xido nitrico y
prostaglandina E2 disminuyen. Las células endoteliales responden a la IL-4 con un
aumento de la expresiéon de moléculas de adhesién tales como VCAM-1 y una disminucién
de ICAM-1 y de ELAM-1, lo cual llevaria a un egreso selectivo de eosindfilos del
compartimiento intravascular al tejido conectivo circundante extravascular que alberga al
proceso inflamatorio infeccioso o no.

Estas propiedades son exageradas por los mediadores mastocitarios, que, a su vez, son
estimulados por la IL-4. EIl gene de la IL-4 se encuentra ubicado en un bloque con genes de
otras citoquinas en el cromosoma humano 5q23-31 de la mano de IL-3, IL-5, IL-9, IL-13 y
GM-CSF. Un hecho importante para el desarrollo de Th2 es la produccién inicial de IL-4
que es responsabilidad de una subpoblaciéon de LTCD4-NK1.1, que libera rapidamente IL-4
ante diversos estimulos, como los anti-CD3 en experimentos in vivo e in vitro. La citoquina
llevaria a la activacién del receptor especifico con la consecuente cadena de sefnales
intracelulares que promueven la generacién de factores nucleares de transcripcién.

El IL-4R humano se halla en células T, B, mastocitos, baséfilos, macréfagos, fibroblastos,
endoteliales, hepatocitos, keratinocitos, del estroma medular y en neuronas. Es una
glucoproteina de 825 aminoacidos de los cuales 560 son intracelulares. Exhibe propiedades
similares al grupo I de receptores hematopoyéticos con 2 dominios de fibronectina tipo III, 4
pares de cisteinas y un motivo conservado WSXWS en la region extracelular. El 1L-4R
forma un complejo con una proteina gamma-c que es conocida por formar parte de los
receptores para IL-2, IL-7, IL-9 e IL-15. Ni IL-4R ni gamma-c presentan actividad de
kinasa endégena.

La transduccién de sefiales a punto de partida del IL-4R emplea varios dominios de la
region intracelular; las regiones mas proximas a la membrana llamadas Box 1 y Box 2 se
unen a la familia Janus de tirosina-quinasas JAK-1 (unida al IL-4R) y JAK-3 (unida al
gammar-c).

Distalmente a estas estructuras se halla el motivo I4R que es una regién de notable
homologia con la insulina y su factor de crecimiento-1; este motivo y su tirosina central son
esenciales para la fosforilacién de la tirosina de los sustratos 1 y 2 del receptor para la
insulina (IRS-1 e IRS-2). Hay proteinas adaptadoras responsables del crecimiento del
receptor al que unen a varios caminos de activacion, como el fosfoinositol-3-quinasa y
mitégeno-quinasa. Mas lejanamente, hay una regién llamada dominio de expresion
genética, con 3 residuos de tirosina, que median la activaciéon y traduccién se sefiales
(STAT) y la expresién de genes. Se aprecia asi, que el IL-4R, al igual que muchos receptores
hematopoyéticos, utilizan el camino JAK-STAT para la transcripcion final.

Se relacioné a la atopia con la IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 y GM-CSF y desde éstas a
sus respectivos receptores, y por ende, a los fenémenos de activaciéon celular particulares
para cada uno de ellos, podria asumirse que la atopia seria un sindrome de
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inmunodisregulacién funcional de los LTCD4-Th2 con hiperproduccién de citoquinas, (en
especial IL-4, que perpetiia el switch isotipico épsilon con sintesis permanente de IgE),
como consecuencia de una exaltada transcripcién de genes con gran "inestabilidad" de los
factores de transcripcién y modificaciones estructurales de las histonas y de la metilacién
del ADN. La vecindad de exones en el cromosoma 5 humano aboga esta presuncién, al igual
que la preponderancia de STAT-6 en los LTCD4-Th2 en contraposicion al STAT-1 mas
frecuente en los LTCD4-Th1 (influencia de factores epigenéticos).

Recientemente se demostré que el factor de transcripcion GATA-3 seria suficiente para la
expresion de citoquinas-Th2 en los LTCD4. Este factor también se expresa en LT virgenes,
y su regulacién negativa es responsable, en parte, de la elaboracion de citoquinas-Thl. En
el ratén transgénico, los niveles de GATA-3 se correlacionan con la sintesis de varias
citoquinas, tales como, IL-13, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-5, de menor a mayor.

En el hombre, ademas de GATA-3 y de STAT-6, estarian involucrados c-Maf, NF-1L-6, NF-
AT y AP-1, como los 6 factores de transcripcién inductores de citoquinas-Th2. Una
secuencia de ADN de 11 pares de bases llamada P fue identificada en el promotor humano
de la IL-4. Se halla localizada entre la 69-79 pares de bases y es el mas importante
elemento regulador positivo.

La secuencia P es el sitio de unién del NF-AT; también AP-1 (fos+jun) puede unirse a la
misma secuencia y actuar sinergisticamente. El NF-AT contribuye también a la expresién
de IL-2 e IL-5. E1 NF-kB, que est4 conformado por 2 subunidades (p50 y p65) interactia con
la secuencia P en forma excluyente con el NF-AT.

Un elemento regulador positivo llamado PRE-I se encuentra en el extremo opuesto al sitio
original de transcripcién o STT entre los nucleétidos 224 y 239; posee una gran actividad
estimuladora. Otros 2 factores de transcripciéon llamados POS-1 y POS-2 fueron hallados
en el raton, pero POS-1 no se detect6 en extractos nucleares de Th1 humanos.

Por otro lado, hay también factores regulatorios negativos (Neg 1 y Neg 2) estrechamente
unidos al NRE, localizados entre 288-300 y 303-311, respectivamente. NF-IL-6 interactua
con PRE-I con gran afinidad e incrementa la transcripcion del gene de IL-4. Un exén entre
172 y 195 llamado ISRE o elemento responsable de la estimulacién por el interferén al ser
destruido experimentalmente da como resultado un incremento significativo de la actividad
de la IL-4.

Podria concluirse aseverando que en las enfermedades atdpicas respiratorias, y en especial,
en el asma bronquial, la conjuncién de las vertientes humorales (IgE) y celulares (LTCD4-
Th2) de la respuesta inmune son un hecho dificilmente refutable. Los anticuerpos del
1sotipo IgE no sélo estan involucrados en la fase aguda de la respuesta sino también en la
llamada fase tardia; por otro lado, la unién de la IgE a los receptores épsilon II (RFc II) de
las LB amplifica la respuesta de los LT a los antigenos facilitando la presentacién por las
CPA, y generando asi la retroalimentaciéon positiva aumentando la sintesis de la IgE. La
coparticipaciéon de otras células, tales como, los mastocitos, los baséfilos y los eosindfilos,
desencadenan un infiltrado inflamatorio créonico responsable de los diferentes signos y
sintomas de los cuadros clinicos en estudio. Estos hallazgos permitirian explicar la mayor
respuesta de anticuerpos al inmunizar sostenidamente en el tiempo a humanos atépicos con
péptidos purificados de los alérgenos del habitat. Los genes de “hiperreactividad” que
codifican fuera del CMH, posiblemente, se comportan como marcadores nucleares de la
condicién atdpica aunque para la expresion clinica sean necesarios otros factores que restan
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por determinarse. Se presume asi, un patrén diferente de respuesta del sistema inmune
ante estimulos del habitat; proteinas heterélogas de mayor o menor complejidad estructural
y fisicoquimica con ingreso preferente por las mucosas digestiva y respiratoria son
procesadas, presentadas e inician la activacién linfocitaria. Se generaran sefales desde la
membrana al citoplasma y de éste al nicleo por diversos sistemas enzimaticos y de factores
de transcripcion que induciran a los exones respectivos a codificar las proteinas
funcionalmente activas (citoquinas, receptores, etc). Los atépicos parecen poseer una linea
germinal muy “inestable” en especial a nivel del cromosoma 5 donde se codifica la
informacién para varias citoquinas proinflamatorias del proceso alérgico. A su vez, todas
estas activaciones se perpetian aun en ausencia del gatillo inicial (el alérgeno) habida
cuenta de la propiedad de autorregulacién (autocrinia) que poseen estas citoquinas. Seria
digno de destacar que “la imagen interna del antigeno” segun la Teoria de Jerne de los
1diotipos-anti-idiotipos también podria facilitar o posibilitar una perpetuacién o por lo
menos prolongacién en el tiempo de exposicién o sensibilizacién a ese antigeno generando
un incentivo mas para la cristalizacién de la inflamacién alérgica. Dado que la persistencia
del antigeno es de singular importancia, y, por eso la primera medida terapéutica
inexcusable es tratar de aislar al enfermo de dicho contacto (desalergenizacién), lo cual no
siempre es posible, y entonces se deberan implementar las terapias farmacoldgicas e
inmunolégicas consagradas. La administracion persistente del alérgeno por la via
parenteral (subcutdnea) induce la produccién de anticuerpos especificos de otros isotipos
diferentes al de la IgE, que, al poseer mayor avidez y afinidad por el antigeno promueven
una mayor captacién ante su ingreso (competitividad funcional). Estos anticuerpos (IgG) no
estan sujetos a receptores mastocitarios, y ello evita la activacion de estas células. Otros
autores enfatizan el valor de la subclase IgG4, pero la discusion académica favorece aun a
la IgG1. La inmunoterapia o vacunoterapia (OMS) o tratamiento desensibilizante también
induce cambios en el patrén o balance de citoquinas proinflamatorias, disminuyendo los
valores de la I1.-4, IL-3, IL.-10 e IL-13 e incrementando los del IFN-y e IL.-12. A diferencia
de la administracién por la via oral/digestiva, la inoculacién en la piel permite la
participaciéon de los ganglios linfaticos regionales y de células presentadoras muy
especializadas. Ello facilita el estacionamiento del antigeno en esos Organos linfaticos
secundarios, y posibilita asi, el “shopping” linfocitario de las células que transitan a través
de ellos, y el encuentro entre sus receptores (RcT), y los epitopes antigénicos apropiados. La
generacién de LTCD4-Th1 por esta via es mas notable que por la via digestiva mas proclive
a engendrar LTCD4-Th2, y, por lo menos, en teoria, a encender el proceso alérgico. El
mastocito, a su vez, como poseedor de granulos con contenido vasoactivo da lugar a la
sintomatologia del paciente por modificar cuali-cuantitativamente los fenémenos
vasculares, la expresién de moléculas de adhesion endoteliales y celulares, por activar los
mecanismos de hipercrinia y discrinia, y por inducir la activacién de las fibras musculares
lisas. Los leucotrienes y el PAF acentuaran los signos inflamatorios y promoveran la
liberacion de IgE acumulada en las plaquetas de los atdépicos como reservorios
dependientes del CD23. Algunos neuropéptidos no son ajenos a la exacerbaciéon y
perpetuacion de los aspectos vasculares y celulares de la inflamacién atépica. Todos estos
elementos coadyuvan a la cronificacién de la sintomatologia y a modificaciones histolégicas
estructurales después de décadas con irreversibilidad funcional, por lo cual, el tratamiento
precoz de la condicion atopica redundara en beneficios concretos para el paciente.
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7.- Los eosinéfilos y la inmuno-alergia.

La relacién entre las enfermedades alérgicas y la eosinofilia sanguinea y tisular es un hecho
historico. No obstante, las parasitosis por nematodes y los sindromes de hipereosinofilia,
muchos de causa desconocida, constituyen cuadros comunes en la practica diaria. Los
granulocitos eosindfilos o leucocitos bilobulados con granulos que se tifien acidéfilamente
con el May Griinwald-Giemsa son células terminales y efectoras con importantes funciones
en el infiltrado inflamatorio que integran. Su desarrollo y diferenciacién en la médula ésea
se halla influenciado por 3 citoquinas: las IL-3 e IL-5 y el GM-CSF. De las 3, la IL-5
sobresale pues ademas induce la liberacién de células maduras desde la médula ésea a la
periferia.

Los eosinéfilos humanos exhiben numerosos receptores en su membrana, a saber: para el
C3a, el Cba o CD88, el CR1 o CD35, para el C3b, el CR3 0 Mac-1 o CD11b/CD18 para el
C3bi y para el ICAM-1; la p150,95 0 CD11¢/CD18 para el C3bi; el CD89 o RFca para la IgA;
los RFcy I (CD16), II (CD32) y III (CD64) para la IgG; los RFce Iy II (CD23) y 1a ¢eBP o Mac-
2 para la IgE; el CDw128 para la IL-8; el CCR-1 para RANTES, MCP-2 y MIP-1; el CCR-3
para RANTES, MCP-3, 4 y 5 y para la eotaxina; el CD121a para la IL-1; el CD25 para la IL-
2; el CD123 para la IL-3; el CD124 para la IL-4; la cadena alfa del receptor para la IL-5
precisamente par la IL-5; el CD116 para el GM-CSF; una cadena beta para recibir a la IL-
3/IL-5/GM-CSF; el CD4 para la IL-16; los receptores para los IFN-alfa y gamma; el receptor
para el factor de necrosis tumoral-alfa; y otras moléculas tales como, el CD9, CD40, CD69,
CD95 o FAS o sintetasa para acidos grasos, el CD52 y las moléculas de clases I y II del
complejo mayor de histocompatibilidad. La adhesién del eosinéfilo al endotelio vascular y su
subsecuente transmigracion gracias a la expresion de 2 alfa-integrinas no expuestas por los
neutrofilos; asi, la a4B1-integrina o VLA-4 se une a la VCAM-1 y a algunos dominios de la
fibronectina tisular mientras que la a4B87 se une a MAdCAM-1 o adresina de las vénulas de
endotelio alto de las placas de Peyer, de los ganglios linfaticos mesentéricos y de los
sinusoides hepaticos. Estas moléculas de adhesion facilitan la localizacién de los eosindfilos
en los tejidos linfaticos.

Experimentos que usaron anticuerpos contra el componente alfa de la integrina bloqued
muy significativamente el flujo de eosinéfilos en los tejidos pulmonares y cutaneos, tal como
sucede en algunas enfermedades alérgicas y en los sindromes de hipereosinofilia.

Amerita recordar que entre los atractantes quimicos para los eosindfilos se citan a los
lipidos, las fracciones del complemento, algunas citoquinas, tales como las quimioquinas
entre las cuales se destaca la eotaxina.

De lo expuesto, se puede valorar la amplia gama de influencias a las que el eosinéfilo esta
sometido, asi como, a las mdultiples interrelaciones con citoquinas, inmunoglobinas,
fragmentos del complemento y moléculas de histocompatibilidad.

Los granulos citoplasmaticos presentan 2 partes: el core y la matriz. El primero es el
reservorio de la proteina basica mayor mientras que en la matriz se guardan la proteina
catidonica, la neurotaxina y la peroxidasa. Los cuerpos lipidicos del citoplasma contienen
leucotrienes C4, 15-oxo-HETE, prostaglandina E2, tromboxano B2, PAF y lipoxinas. Estos
eicosanoides promueven la inflamacion con actividad sobre el musculo liso, los epitelios
glandulares y los vasos sanguineos.
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Algunas citoquinas son sintetizadas de novo y almacenadas en granulos citoplasmaticos, de
tal manera, que los eosinéfilos se transforman en una fuente permanente para la sintesis y
liberacion de citoquinas. No es sencillo pretender explicar si el eosindfilo es activado como el
macroéfago y el linfocito o bien si su existencia es en realidad un devenir entre activaciones
menores o mayores. Solamente en los tultimos afos, se detectd que en el estadio de
activaciéon estaba incrementada la expresiéon del RFce I y del CD40, en especial, en los
eosinoéfilos de los sujetos atopicos. También resulta de interés revisar el papel de estas
células en las infecciones parasitarias, en particular, de nematodos o larvas migrantes,
donde hay eosinofilia con elevada produccién de IL-5. El empleo experimental de anti-IL-5
demostré que las parasitaciones no se incrementaban con el bloqueo de la IL-5 de los
animales parasitados. Por ello, parece que los “beneficios” de los eosinéfilos en estas
condiciones ameritan un analisis mas exhaustivo y prudente.

Estudios histopatologicos de tejido pulmonar resecado de asmaticos y no asmaticos por
medio de la hibridizacién in situ demostraron que la preponderancia de la IL-5 era notable
en los primeros con relacion a los segundos; ello podria explicar la persistencia de la
inflamacién de la pequeiia via aérea y del parénquima y del papel de los eosindéfilos en la
misma. Estas células y la IL-5 serian patognomoénicos de la llamada “asma intrinseca”
mientras que ambas mas la IgE y la IL-4 constituirian el espectro del “asma extrinseca”.

8.- El aporte de la filogenia.

La inmunidad a las enfermedades infecciosas y a la dependencia a los cambios de temperatura
fue claramente demostrada por Metchnikoff en los reptiles a comienzos del siglo XX. Hallé que
la administracién de toxina tetanica a los caimanes inducia la sintesis de anticuerpos sélo a
elevadas temperaturas. Veinte afios después, May (1923), demostro el rechazo del injerto de piel
alogeneica, pero la aceptacion de la piel autogeneica del camale6n Anolis carolinesis con una
descripcion detallada de la reaccion inflamatoria y del infiltrado de células mononucleadas
asociadas al rechazo y no a la aceptacion de la piel. Estos 2 trabajos fueron fundacionales para
la llamada Inmunologia Comparada de nuestra época. Aunque hay unos pocos estudios
serologicos que refuerzan la dependencia natural de la temperatura sobre la inmunidad humoral
de los vertebrados ectotérmicos, la Inmunologia Comparada se estableci6 como una
subdisciplina con impactantes avances en la inmunologia de los mamiferos, particularmente, en
el transplante de 6rganos y la inmunidad celular. Los trabajos iniciales de Hildemann (1970)
sobre la histocompatibilidad en el pez de colores Carassius auratus mostré que los ectotermos
eran capaces de rechazar en forma aguda un transplante alogeneico. Estos hallazgos impulsaron
una sucesion catalitica de investigaciones en el tema, y constituyeron los pasos iniciales de la
filogenia de la inmunidad. Merecen citarse los trabajos en la especie Agnatha con el Eptatretus
stoutii (pez bruja) de Finstad y Good (1966), que no poseia respuesta inmune adaptativa y
presentaba rechazos acelerados; con la lamprea (Petromyzon marinus) que hace rechazos
alogeneicos cronicos (Perey,1968), mientras que los tunicados, los equinodermos, los moluscos,
los anélidos y los celenterados se caracterizan por rechazos alogeneicos y xenogeneicos cronicos
(Freeman, 1970; Ghiradella, 1965; Dix, 1972; Cheng, 1970; Cooper, 1970; Campbell,1970). Los
principios basicos de estas incompatibilidades entre los invertebrados inferiores posiblemente
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dependa del reconocimiento interespecies de moléculas glicoproteicas de las superficies
celulares. Si ello significa un proceso inmunologico en si mismo, es materia de controversia. En
los invertebrados mas evolucionados aparece la inmunidad celular en forma primitiva con unos
celomacitos y hemocitos descriptos en anélidos (Cooper, 1970), y en equinodermos (Dix, 1972).
Roch (1975) demostro respuestas T proliferativas a mitogenos y a la presencia de antigenos del
transplante. (°7-%8-99-100)

Desde la humilde ameba buscando su alimento hasta los mamiferos mas evolucionados con un
sistema inmune complejo que posee respuestas humorales y celulares, el proceso de
reconocimiento de “lo propio y lo no propio” evidencia un desarrollo paralelo a la necesidad de
los animales de mantener su integridad en un ambiente hostil. La decision sobre en que punto
aparece el concepto de “inmunidad” es tan s6lo semantico. Teniendo en cuenta que los LT se
ocupan del reconocimiento de “lo propio alterado” o de lo “no propio” parece razonable
especular que sus raices estaran evolutivamente antes que la de los anticuerpos habitualmente
restringidas a los vertebrados. En los vertebrados mas primitivos (los agnataus) se ha visto
infiltracion linfocitaria, hemorragia capilar y destruccion de melanoforos lo que caracteriza en
los vertebrados superiores al rechazo de injertos. En el caso del tiburon Heterodontis francisci se
demostro un tipo de respuesta inmune que culmina en un rechazo agudo de transplante, tal como
lo sefiald Borisenko en 1970, postulando un débil sistema de histocompatibilidad con una
disposicion parecida al H2 del raton. Los osteichthyes o peces con esqueleto exhiben una
transicion evolutiva en la inmunidad de los transplantes mientras que los peces Xiphophorus
revelan la existencia de 10 a 15 loci de histocompatibilidad. Otro salto importante en lo
evolutivo es caracteristico de la clase anfibia: los apodanes y los urodeles poseen sistema de
histocompatibilidad elementales que posibilitan rechazos cronicos. Un efecto ambiental de
trascendencia en la afectacion de las diferentes fases de los mecanismos inmunes es la
temperatura ambiente.

En los mamiferos, se pueden distinguir 3 sistemas de reconocimiento basados en moléculas
expresadas en los LB (anticuerpos), en los LT (RcT), y en una gran variedad de células , las
derivadas del CMH todas ellas presumiblemente emparentadas y descendiendo de un gen
ancestral comun. Ademas, los vertebrados poseen con los insectos, y a lo mejor con otros
invertebrados, sistemas de reconocimiento que responden a patrones moleculares comunes que
se hallan en las paredes microbianas (ejem. lipopolisacaridos). Tampoco se debe descartar la
existencia de receptores a nivel de los macréfagos cuyas moléculas y genes no se han
identificado aun y que no pertenecen a los conocidos. Los linfocitos, con sus propiedades de
especificidad y memoria parecen haber aparecido en los vertebrados mas temprano, lo que lleva
a pensar que la respuesta adaptativa aparecié con ellos. Porqué ocurrié esto, nunca fue
satisfactoriamente explicado, pero se puede concebir que los vertebrados tendrian unas
demandas ambientales muy intensas, y, que por tanto debieron desarrollar una respuesta mas
compleja contra la infeccién. Las técnicas de Biologia Molecular y estudio del ADN aplicadas a
los primitivos animales, y aun a fosiles, contribuird a develar muchas incognitas. Por fin, el
estudio de un sistema inmune en los vegetales también ha sido encarado. Desde la descripcion de
Metchnikoff de las células fagociticas en la estrella de mar, el estudio de la inmunidad de los
invertebrados qued6 relegado con relacién al de los vertebrados. Sin embargo, en los ultimos
tiempos dichas investigaciones han retomado jerarquia habida cuenta de la informacion que
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podian aportar sobre la inmunidad innata de los vertebrados, y, ademas porque algunos
invertebrados son vectores de enfermedades humanas (ejem. mosquito Anopheles en el
paludismo). Los protozoos son animales unicelulares carentes de clorofila que se alimentan por
fagocitosis, y aungue poco se sabe acerca del reconocimiento del alimento, las proteinas de su
membrana estan bajo estricto control genético. Las bacterias, son células procariotas que pueden
sufrir infecciones por virus (bacteriéfagos). Las endonucleasas de restriccion, tan atractivas para
la ingenieria genética, serian las responsables de la destruccion del ADN viral y no del propio.
Los bacteriofagos resistentes ejemplifican las limitaciones de la inmunidad innata o natural. Las
células de las esponjas pueden vivir libremente o en grupos, pero poseen glucoproteinas
especificas de especie que posibilitan el reconocimiento de “lo propio” y evitan asi la formacién
de hibridos, que, provocados experimentalmente, inducen una zona de necrosis en el contacto
entre ellos; en un segundo injerto esta necrosis se expresa en forma acelerada. Los corales
aceptan trasplantes genéticamente idénticos (singeneicos), pero rechazan muy lentamente a
aquellos no idénticos (alogeneicos), con dafio para ambos animales (reconocimiento de lo no-
propio). Se sospecha alguna evidencia de memoria especifica (¢adaptativa?). Los gusanos o
helmintos poseen celoma que es una especializacion celular y poseen, por lo menos 4 tipos
celulares diferentes involucrados en el rechazo de injertos, en la fagocitosis y en la elaboracion
de productos antibacterianos (lisinas, opsoninas, aglutininas, células especializadas). Por su
parte, los moluscos y los artrépodos no presentan rechazo de injertos debido a la falta de
heterogeneidad del complejo mayor de histocompatibilidad méas que a la ausencia de un sistema
de rechazo. Sin embargo, estdn presentes las inmunidades humoral y celular. La primera
involucra a la enzima profeniloxidasa que participa en la produccién de radicales toxicos del
oxigeno y de la melanina, jugando un papel destacado contra patdgenos potenciales. Una
respuesta celular frecuente es la encapsulacién donde los patdgenos son rodeados por las células
sanguineas y anulados evitando la diseminacién de la infeccion. En los artropodos aparece la via
alternativa del complemento. Los estudios en la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster,
revelaron la sintesis de numerosos péptidos antimicrobianos. Dos sefiales parecen ser
importantes para gatillar dicha sintesis: los receptores Toll que juegan un papel importante en la
inmunidad innata de los vertebrados y los Imd que poseen notable parecido con el factor de
necrosis tumoral de los mismos. La respuesta inmune innata produce péptidos (defensinas de 3-
5 kDa), que dafian a los patégenos actuando sobre las cargas de las membranas microbianas
impidiendo el desarrollo de resistencias. Estos péptidos se han descrito en insectos, anfibios y
mamiferos. La Drosophila genera 6 péptidos diferentes (Drosomicina, Metchnikowina,
Diptericina, Atacina, Drosocina y Cecropina), con actividad funguicida y contra bacterias Gram
positivas y negativas. Los PMAP (patrén molecular asociado al patdégeno) son un conjunto de
receptores solubles y/o de membrana que discriminan entre moléculas propias y extrafas.
Reconocen carbohidratos asociados a las paredes de bacterias, hongos y protozoos y son
esenciales para la vida del patégeno (LPS, manosa y ARNSs virales de doble cadena).Los
receptores PRR son capaces de reconocer a los PMAP, y se observan en la Drosophila y en el
hombre. Los mas importantes tienen un dominio lectina-C y otros con dominios de cisteina y de
leucina (LRR); ejemplo son los Toll en Drosophila y los TLR en mamiferos. El dominio
Toll/IL-1R (TIR) interactta con proteinas intracitoplasmaticas relacionadas con la apoptosis y la
activacion celular. Los equinodermos como la estrella de mar que acapar6 la atencion en 1882,
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cuando Metchnikoff demostro en ellas la existencia de las células fagociticas especializadas. Los
injertos alogeneicos son rechazados con un infiltrado celular y con respuesta de memoria
especifica intensa. Fueron identificadas moléculas similares a la IL-1, al FNT-a y a las
aglutininas. Finalmente, los tunicados (ascidia, Amphioxus) como prevertrebrados muestran
interesantes avances: células hematopoyéticas que se autorrenuevan, células cuasi-linfoideas y
un CMH simple que controla el rechazo de transplantes extrafios. Muchos de los mas
importantes componentes del sistema complemento comienzan a aparecer en estos animales, no
obstante, ninguno de los mas conspicuos elementos de la inmunidad adaptativa han sido hallados
en los invertrebrados.

En los vertebrados, hallamos a los cicléstomos (lamprea, peces sin mandibula) son los més
tempranos que sobreviven con células linfoideas organizadas en focos en la faringe y la
primera inmunoglobulina anticuerpo bien definida en una molécula de 4 cadenas
producidas en respuesta especifica. Se destaca que otras moléculas pertenecientes a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, como las moléculas de adhesién, estan presentes en
otros invertebrados como los artrépodos. En los peces cartilaginosos (tiburones) aparece el
timo, el bazo y el CMH, la respuesta inmune secundaria y los plasmocitos con alta y rapida
produccién de anticuerpos (IgM-7S-18S). Las cadenas de las inmunoglobulinas poseen
puentes disulfuro y las formas con bajo y alto peso molecular posiblemente resultan de la
polimerizacién mas que de clases diferentes. Hacen su apariciéon moléculas de la via clasica
del complemento. Por su parte, los peces dseos expresan diversas respuestas a mitégenos y
hay evidencias de cooperacion T-B. También hay indicios de NKC y de elaboracién de IL-2 e
IFN. Se producen reacciones mixtas linfocitarias y los peces Zebra poseen un CMH
polimérfico similar a aquel de los mamiferos. Los anfibios poseen otra clase de
inmunoglobulina —IgG- y antigenos del CMH en forma clara. Durante la morfogénesis de
renacuajo a rana se desarrolla tolerancia especifica a los antigenos del nuevo estadio.
Aparecen por primera vez nédulos linfaticos ganglionares y el tejido linfatico asociado al
intestino (GALT) al igual que la hematopoyesis en la médula ésea. En los reptiles se creia
que portaban en su timo células con inmunoglobulinas similares a las del suero, pero es
probable que esto sea sélo un antecedente del RcT, y que los antisueros detecten una
reactividad cruzada con las inmunoglobulinas. Todas las aves producen sus LB en un
6rgano cercano a la cloaca llamado bolsa o bursa de Fabricius. Los mecanismos para
generar anticuerpos son muy diferentes desarrollando un proceso conocido como conversion
génica. Poseen un timo grande y multilobular sin nédulos convencionales y su sistema
complemento es muy diferente al de los mamiferos, donde el factor B toma el lugar de C2 y
de C4. En los mamiferos, las caracteristicas sobresalientes son una mayor diversidad de
clases y subclases de inmunoglobulinas (IgA,-IgAl e IgA2, IgG,-1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4, -
IgM, IgD e IgE), y de antigenos del CMH (locus A, B, C, DP, DQ, DR, E, F, G), mas que por
la adquisicién de otras funciones efectoras. Hay aspectos curiosos: las ratas poseen una
inmunidad innata muy fuerte y otros, como la ballena y el hamster, tienen escaso
polimorfismo del CMH. Por dltimo, los hombres y ratones son inmunolégicamente muy
similares (por fortuna para los hombres). De lo expuesto, se advierte que la aparicién de la
IgE (en los mamiferos en general y en el hombre en particular), es tardia en la evolucién y
quizas se deba a la necesidad de poseer un mecanismo antiparasitario eficiente habida
cuenta de las condiciones ambientales en las que vivia el hombre primitivo.
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Corresponde hacer una mencién a las plantas. Como los mamiferos poseen sofisticados
mecanismos para defenderse de los microbios patégenos. Tienen receptores que reconocen
componentes moleculares de bacterias, hongos y virus. Estas defensas comprenden la
secrecién de sustancias antimicrobianas (ejem. éxido nitrico) que también se detectan en los
vertebrados, y, el silenciamiento del ARN donde pequenas secuencias del ARN de doble
cadena gatillan la degradacién de secuencias especificas del ARNm, y por ello silencian
genes virales activos. La respuesta de las plantas se basa en un mecanismo llamado HR
(hiperrespuesta) de rapida realizacién que consiste en la muerte celular (apoptosis) en el
lugar de la infeccion. Esto impide el acceso de los patdgenos a las fuentes nutricionales y
limitar su proliferacién. Por la infeccién se producen cambios fisiolégicos con la produccién
de ROS (especias reactivas de oxigeno), cambios en el pH intracelular con flujo de iones,
endurecimiento de la pared celular en los lugares cercanos a la infeccién y liberaciéon de NO
y PR (proteinas antimicrobianas). Estas glucanasas y quitinasas son antibacterianas y
antifingicas. El SAR (sistema de resistencia adquirida) induce la liberacién de PR y la
acumulacién de acido salicilico. Los virus interactian con las plantas por los genes de
virulencia (avr) y alelos de plantas correspondientes a los genes de resistencia-R. Los
productos R reconocen senales dependientes de avr y traducen sefiales para la defensa. Los
genes R son polimérficos y el avr depende de la variabilidad genética de la planta. Si el
patégeno o planta carecen de los genes avr o R la interaccidon lleva a enfermedad. Los genes
R usan receptores LRR similares a los receptores Toll o TLRs.

9.- Nomenclatura.

La Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica (EAACI) establecié en 2001 una
nueva clasificacién para los fendémenos alérgicos luego de una prolongada deliberacién del
grupo de especialistas creado para tal fin en 1990. Tanto la Academia como la Organizaciéon
Mundial de Alergia (WAQO) poseen gran prestigio y su pagina web exhibe estas conclusiones
en 24 idiomas. Con respecto a las dificultades semanticas relativas a la nomenclatura del
eccema atopico o dermatitis atopica, recién en mayo de 2004, la WAO produjo su informe
definitivo basado en aquel de la EAACI con algunos pequefios cambios. El vocablo alergia
ha sido empleado en el pasado de manera muy discrecional, y poco critica para describir
todo tipo de reacciones de la piel y de las mucosas; mas cercanamente muchas reacciones
debidas a alimentos y a aditivos de los mismos, asi como, reacciones por medicamentos
integraron el vasto campo de las “alergias” hasta llegar al colmo de admitir alergia a la
electricidad en una paciente con alteraciones verdaderamente psicolégicas. Aparece
entonces el vocablo hipersensibilidad como un paraguas protector para tantos desatinos. La
EAACI la define como “los sintomas y signos objetivos iniciados por la exposicién a un
estimulo definido en una dosis o intensidad que es bien tolerada por los sujetos normales.”
De esto se deduce que el fendémeno puede o no ser alérgico, y puede o no haber mecanismos
inmunolégicos involucrados en él. Por todo ello, podriamos decir que “alergia es un

fenémeno de hipersensibilidad gue involucra a un mecanismo inmunolégico pudiendo ser

éste humoral o celular (IgE y/o linfocitos).” El vocablo atopia fue empleado como sinénimo
de alergia, y a veces en forma poco consistente. En la década del 70, Pepys emprendié una

especie de cruzada con el objeto de restringir el alcance del término atopia a las reacciones
clasicas a inhalantes y mediadas por la IgE. De tal manera que en 2005 la WAO y la EAACI
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definen como atopia “ a aquella tendencia familiar o personal de aparicién habitual en la
infancia o en la adolescencia, con la sintesis de una IgE especifica a aero-alergenos del

habitat (usualmente proteinas) con la produccién de rinoconjuntivitis, asma bronquial v

eccema”. De tal manera, tendremos rinitis y asma atdpicas y no atdpicas y se debera ser
muy cuidadoso en la definicién ya que las estrategias terapéuticas no son similares. La
atopia es una condicion genética, y la IgE podria ser un marcador genético tal como lo son
los grupos sanguineos humanos. Un aspecto de las enfermedades alérgicas que maés
confusién provocd en su momento fue el de la interpretaciéon de la “dermatitis” que en
general se asoci6 con la alergia, y mas aun con la atopia, generalizandose el empleo de la
definicién “dermatitis atépica”. Hanifin y Rajka establecieron criterios para asegurar una
adecuada definicién de dicha patologia. Deberian asociarse 3 de los 4 items sugeridos para
considerar atopica a una dermatitis. Pero la cosa se complico semanticamernte pues habia
pacientes que no evidenciaban ningin antecedente heredofamiliar de atopia, historia
personal de la misma en otras edades y Organos o sistemas, y que eran rotulados como
eccemas atopicos. Tan confusién llego a la insensatez de definir como eccema atopico-
atopico en un verdadero atopico y eccema atopico-no-atopico en un individuo no atopico.
Ante este caos la EAACI y la WAO decidieron —sensata y simplemente-llamar eccema
atopico a la dermatitis sufrida en un sujeto verdaderamente atopico y eccema no atopico en
aquel que no lo sufre. Como colofén, se podria admitir que las patologias de los 4 tipos
clasicos de la clasificacion de Gell & Coombs, y el tipo 5° de Irvine fuesen rotulados como
“alérgicas” en un sentido general reservando la denominacién de “atépicas” para aquellas
que tan sélo involucran al tipo I de Gell & Coombs (algunos autores definieron en el
pasado a ciertas condiciones autoinmunes como alérgicas v.g. encefalomielitis, orquitis,
tiroiditis, uveitis, artritis, etc., lo cual condujo a confusiones idiomaticas que se pretenden
superar a la luz de los actuales conocimientos de la Inmunologia).

10.- Reflexiones finales.

El sindrome atépico o génesis atopica o diatesis atopica es un fendmeno natural que nvolucra a
un gran namero de seres humanos (18-20 % de la poblacién mundial).

No obstante, en la actualidad, no podemos limitar méas el campo de este modelo biolégico habida
cuenta de la comprobacion de su existencia a nivel de otros mamiferos, generalmente, cercanos
al hombre. Cémo se origind esta peculiaridad biolégica en la evolucién del ser humano merecio
muchas especulaciones. Entre ellas, la mas atrayente es la que acapard la atencion sobre el gene
épsilon del ADN germinal del LB, que, como se sabe, codifica para la sintesis de la IgE,
glucoproteina responsable de los fendmenos de hipersensibilidad inmediata. Esta
inmunoglobulina participa también en los mecanismos efectores de la respuesta antiparasitaria
contra los nematodes, en especial, aquellos que presentan en algiin momento de su ciclo estadios
larvarios migrantes por diversos tejidos del organismo.

La IgE produce una peculiar activacion de los eosinofilos a través de receptores especificos, los
que, por sus potentes enzimas y “toxinas” desarrollan un intento no totalmente exitoso de su
eliminacion definitiva.

Estos hallazgos condujeron a profundizar las investigaciones genéticas, y asi se revelaron
influencias relacionadas con el CMH y otras no; posiblemente las primeras estén

vinculadas con una mas precisa presentacion de los alergenos o de sus epitopes o
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determinantes antigénicos moleculares mas conspicuos al LT, tal como se demostré para
algunos pélenes y para los derivados de los acaros Dermatophagoides pteronyssinus y
farinae y de Blomia tropicalis y de las cucarachas Periplaneta americana y Blattela
germanica. La ingerencia del medio ambiente es definitiva; el binomio genética + habitat
es definitivo, tanto es asi, que hasta podria especularse con una “teoria medio ambiental de
la alergia con mayor incidencia en la atopia”.

Queda aun mucho por aclarar en el mecanismo del tipo I de Gell & Coombs donde se
agrega la participacién de otras moléculas activas como varias citoquinas y quimioquinas y
ciertos péptidos opioides de origen neuronal cuya relevancia en la patologia involucrada
permanece aun poco conocida.- (101-102-103).

11.- Anticuerpos monoclonales.
Si un antigeno se inyecta en un ser humano, los LB de su sistema inmune se
transformaran en células plasmaticas, y produciran anticuerpos que se unirdn a ese

antigeno. Cada LB produce un solo tipo de anticuerpo; asi, diferentes LB produciran
anticuerpos diferentes que se uniran a distintas partes del antigeno. Esta mezcla
fisiol6gica natural de anticuerpos es conocida como antisuero policlonal. Para producir
anticuerpos monoclonales, primero se obtienen LB del bazo de un animal que ha sido
expuesto al antigeno. Estos LB se fusionan en presencia de PEG (polietilenglicol) con
células tumorales de mieloma multiple (un tipo de cdncer), que crecen indefinidamente en
un cultivo celular. Esta fusién hace a las membranas celulares mas permeables, y
constituyen un hibridoma, pudiendo multiplicarse rapida e indefinidamente (ya que son
células tumorales), y producen gran cantidad de anticuerpos. Los hibridomas se diluyen y
se cultivan un gran nimero de veces para obtener muchas colonias, las cuales producen sélo
un tipo de anticuerpo. Los anticuerpos son analizados para conocer su capacidad de unirse
a un antigeno determinado, por ejemplo con un tipo de test radioinmunolégico llamado
ELISA. La produccién de anticuerpos monoclonales es compleja. Primero se disgrega el
bazo del ratén inmunizado, donde se acumulan los LB, que tienen una escasa viabilidad en
cultivo, y se fusionan con células de mieloma deficientes en enzimas implicados en la
sintesis del nuevo ADN, como la timidina quinasa (TK) o la hipoxantina guanina
fosforibosil transferasa (HGPRT). Los productos de la fusién celular (hibridomas) son
cultivados en medio HAT (de hipoxantina, aminopterina y timidina), donde las células
mielémicas son eliminadas. Sélo crecen en el medio de cultivo HAT las células que nacieron
de la fusién entre un LB y una célula de mieloma. Estas células hibridas contienen un
nimero elevado de cromosomas (72 del mieloma y 40 del LB), que, en las sucesivas
divisiones se iran perdiendo hasta oscilar entre los 70 y los 80 cromosomas. Por ello,
algunas células pierden la capacidad de secrecion de anticuerpos, o bien, funciones basicas
para la viabilidad celular. Si se identifica como positivo un pocillo se somete a un proceso
de clonaciéon, para evitar el crecimiento de células no productoras, que, al ser
metabdlicamente més eficientes acabarian por dominar el cultivo.

Los anticuerpos monoclonales pueden producirse en cultivos celulares o en animales. Si las
células de un hibridoma se inyectan en tejidos como el peritoneo (cavidad peritoneal),
producen tumores que sintetizan un fltido rico en anticuerpos, llamado liquido ascitico. Se
conoce la tecnologia necesaria para la produccion de anticuerpos en ausencia de
Inmunizacién del animal. Es la denominada tecnologia de los anticuerpos recombinantes.
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Los avances en la tecnologia génica han facilitado en gran medida la manipulacién
genética, produccién, identificacién y conjugacion de fragmentos de anticuerpos
recombinantes, obteniéndose nuevos anticuerpos multivalentes y multiespecificos.

Estas tecnologias han permitido desarrollar estrategias de screening de anticuerpos
monoclonales fuera del cuerpo humano. Para ello es necesario disponer de enormes librerias
de genes de anticuerpos, mediante amplificacion PCR de cADN de linfocitos, o,
alternativamente, mediante sintesis in vitro de genes usando cebadores aleatorizados
(randomized wobble). E1 método de 'screening' de estas librerias debe tener una eficiencia
comparable a la del sistema inmune, lo que se puede conseguir exponiendo en la superficie
de microorganismos los anticuerpos producidos.

Los microorganismos empleados son los fagos filamentosos como M13 o bacterias. Se
establece un enlace fisico entre la funcién de unién al antigeno y el gen del anticuerpo, asi
la afinidad al antigeno permite aislar el microorganismo portador del gen del anticuerpo
entre millones de otros. Una vez aislado el clon especifico se amplifica para la produccion
del anticuerpo de interés, por ejemplo, en E. coli.

Qué mejor respuesta que recurrir a las palabras del Dr. Milstein:

“Imaginemos una gran mezcla de sustancias quimicas entre las cuales nos interesa s6lo una
de ellas. Una sustancia entre millones y millones. Es como una aguja en un pajar. Si
tenemos un anticuerpo especifico contra una sustancia, ese anticuerpo puede funcionar
como un iman capaz de ignorar la existencia del pajar y reconocer exclusivamente la aguja.
A los ojos de un anticuerpo, el pajar no existe. Este simple concepto dio lugar a lo que se dio
en llamar “Inmunoensayos”, que permitieron la medicion precisa de hormonas y otras
muchas sustancias no s6lo en medicina sino en quimica analitica en general. Los
Inmunoensayos introdujeron los anticuerpos para su uso como herramienta analitica de
importancia fundamental en areas que nada tenian que ver con la inmunologia. El
problema era que para preparar un anticuerpo especifico era necesario utilizar agujas
puras”.

Los anticuerpos monoclonales (AcM) humanos son superiores a los de origen murino
para terapia in vivo en humanos. Los avances han sido lentos en llegar debido a
dificultades técnicas relacionadas con su preparaciéon, las cuales incluyen la fuente de LB,
técnicas de inmunizacién y de inmortalizacion. Una 6ptima utilizacién clinica de los AcM
humanos requerira un mejor entendimiento de los factores envueltos en la inmunizacién in
vitro y en la habilidad de formular “cocteles” de estos reactivos.

Los AcM son, altamente especificos y reaccionan unicamente con un epitopo del antigeno.
Por ende, la principal diferencia entre anticuerpos policlonales y monoclonales es el grado
de especificidad. La disponibilidad de AcM ha revolucionado enormemente el campo de las
biociencias, y el uso de estos reactivos ha facilitado el desarrollo y creacién de nuevas areas
en la investigacién biomédica.

El primer trabajo que detalla la produccion de AcM de origen murino aparecié en 1975, y
durante los siguientes 30 afios hubo tanto progreso en el campo, que todos los laboratorios
modernos utilizan los AcM de ratén para diversos propositos. La utilidad de los AcM para
diagnostico, profilaxis y terapia ha sido intensamente estudiada durante los tltimos afios.
Los AcM son, debido a su selectividad y especificidad, muy tutiles para la terapia de
enfermedades infecciosas, tanto virales como bacterianas, y principalmente para la terapia
del cancer.
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La quimioterapia “clasica” no siempre es eficaz, sobre todo en casos de cancer avanzado
(metastésico) o en la aparicién de resistencias frente a las terapias utilizadas. Por ello, se
han buscado nuevas alternativas como son los AcM con el fin de mejorar el margen de
seguridad y efectividad de los tratamientos aplicados.

Una de sus caracteristicas es la rapida multiplicacion de las células anormales, pudiendo
propagarse a otros érganos, mediante el proceso conocido como metastasis. La relacién del
ser humano con el cancer es tan antigua como nuestra propia existencia, asi, se ha
encontrado un craneo humano fosilizado, el llamado “hombre de Steinheim” que data del
pleistoceno medio (hace 365.000 afios) con una importante deformacién derivada de un
proceso tumoral benigno.

En uno de los primeros documentos médicos de la historia “el papiro de Ebers” (1500 aC),
se describe exhaustivamente un caso de un carcinoma mamario, para el cual no se propone
una soluciéon. Aunque se trata de una patologia conocida desde la antigiiedad, no ha sido
hasta finales del siglo XX, y principios del XXI, cuando se han podido desarrollar e
Iinvestigar la etiologia y el desarrollo de esta patologia.

Se considera que el cancer es una de las enfermedades humanas mas dificiles de explicar,
debido a su enorme complejidad. El proceso tumoral se genera cuando se producen
mutaciones en el ADN de una célula. En condiciones fisiolégicas estas mutaciones son
reparadas por una compleja maquinaria celular, compuesta por enzimas (polimerasas,
ligasas, nucleasas...), pero si estos sistemas no reparan el ADN, se activa un mecanismo de
muerte celular programada (apoptosis) donde interviene la proteina p53, y la activacién de
las caspasas, cuyo resultado es la muerte celular. Si, estas mutaciones se producen en
zonas del genoma responsables de la regulacién de los sistemas de control del ciclo celular o
de la reparacién del mismo genoma (inestabilidad genémica), es probable que la célula,
sufra una ruptura en la homeostasis del ciclo celular, y, ademas de no entrar en apoptosis,
se inmortalice, y adquiera una capacidad replicativa ilimitada. Se ha demostrado que la
capacidad de inmortalizarse, est4 relacionada, con la reactivacién de la telomerasa (enzima
capaz de regenerar los extremos de los telémeros, cuya longitud esta relacionada con la
longevidad de la célula). Otra causa de la malignizacién de las células, es debida a la
presencia desmedida de sefales proliferativas, como consecuencia de una sobre-expresién
de receptores de crecimiento, como HER2 (receptor de factores de crecimiento epidérmico
humano) en el cdncer de mama. Las células tumorales, con el tiempo, son capaces de
invadir el tejido en el que se encuentran, e incluso romper la barrera tisular con metalo-
proteasas, y expandirse a otros tejidos. La presencia de factores angiogénicos (como los
VEGFs o factores de crecimiento del endotelio vascular), que estimulan la aparicién y
crecimiento de vasos sanguineos, permiten que células tumorales se transporten a través de
la circulacion general, y colonicen nuevos tejidos, generando tumores secundarios
(metdstasis). El céncer es una enfermedad multifactorial, por lo que su aparicién y
desarrollo no se puede atribuir a un tnico factor en particular, si no que se desarrolla como
consecuencia de una acumulaciéon de desencadenantes que interaccionan de manera muy
compleja. Existe una predisposicién genética al desarrollo tumoral, asi como innumerables
factores externos tanto fisicos (radiaciones), como quimicos (hidrocarburos, metales...) e
incluso agentes biolégicos (virus del papiloma humano, virus de la hepatitis, Helicobacter
pylori, etc).
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Los anticuerpos son proteinas solubles, que forman parte de la inmunidad especifica con
poseen pesos moleculares entre 160 kDa y 970 kDa. Tienen 2 cadenas ligeras y 2 cadenas
pesadas unidas por puentes disulfuro. La zona del anticuerpo que se une al antigeno se
denomina Fab y el fragmento restante se denomina Fc que se une al receptor celular. El
Fab se une especificamente al antigeno porque los aminodcidos presentes, hacen que se
fije el antigeno (por interacciones electrostaticas, hidrofébicas y fuerzas de van der Walls),
lo que provoca una unién rapida y fuerte entre ambos.

Los anticuerpos generados, reconoceran antigenos presentes en el patdgeno, por lo que
reciben el nombre de anticuerpos policlonales ya que proceden de la expansién clonal de
diferentes clones de LB. Sin embargo, cuando es una LB tumoral, la expansién clonal de la
misma, generara células que produciran el mismo anticuerpo que la célula tumoral de la
cual proceden, estos anticuerpos reconoceran un Unico antigeno presente en el patdgeno,
por lo que reciben el nombre de anticuerpos monoclonales. La aplicacién de anticuerpos
policlonales en la terapia anti-infecciosa se realiza desde el siglo XIX, sin embargo desde
1975, Georges Kohler y César Milstein desarrollaron técnicas para la obtencién de sueros
monoclonales especificos frente a un antigeno concreto. Los AcM pueden ser : murinos, del
ratén exclusivamente, con efecto terapéutico reducido por su rechazo inmunolédgico;
quiméricos, donde el Fab sigue siendo del ratén, pero el Fc es humano, por lo cual tiene mas
aceptacién terapéutica; humanizados, donde el 90% es humano y s6lo un 10% del ratén en
las zonas hipervariables del Fab, y, humanos, que desgraciadamente, hay pocos, y no hay
ningtn fenémeno de rechazo. Recientemente, aparecié un anti-Covid 19, humano a partir
del “plasma” de donantes curados de la enfermedad.

La célula del mieloma debe ser histocompatible con la célula productora de anticuerpos, no
secretar inmunoglobulinas, y carecer de la enzima hipoxantina-guanina-fosforribosil-
transferasa (HGPRT), la que sera utilizada para el proceso de seleccién de los hibridomas.
La obtencién de hibridomas y posterior produccién de anticuerpos monoclonales consta de 3
fases basicas: fusion, seleccién y mantenimiento. Para realizar la fusién de ambas células,
se cultivan en presencia de polietilenglicol, con el fin de preservar la fusién de las
membranas celulares. Esta fusién se produce al azar, por lo que ademas de conseguir los
hibridos deseados (linfocito-célula de mieloma) también aparecen hibridos linfocito-linfocito
y célula de mieloma-célula de mieloma. El proceso de seleccion de hibridomas se realiza
mediante cultivo de las células en presencia de un medio que contenga hipoxantina (posible
precursor de nucleétidos en algunas células), aminopterina (inhibidor del acido félico) y
timidina. En este medio pocas células pueden sobrevivir y replicarse debido a la
imposibilidad de sintetizar nucleétidos. Unicamente los hibridomas linfocito-mieloma
pueden sobrevivir debido a que el mieloma aportara inmortalidad y el LB aportara la
enzima HGPRT que permite la sintesis de nucledtidos a partir de la hipoxantina
(independiente al acido félico). Finalmente, tras el proceso de seleccién, los hibridomas
sobrevivientes se someten a pruebas de ELISA para seleccionar aquellos clones que
secretan los anticuerpos monoclonales deseados. Posteriormente, dichos clones se conservan
y mantienen mediante técnicas de cultivo celular habituales o tras la inoculacién
intraperitoneal de los hibridomas en animales histocompatibles. Los anticuerpos obtenidos
proceden de células de un animal inmunizado (roedores habitualmente), por lo que existe
una elevada probabilidad que se produzca un rechazo del paciente frente a los mismos (su
sistema inmune los detectard como extrafios y generard anti-anticuerpos), y esto puede
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provocar, no s6lo la ineficacia del tratamiento, sino, la aparicién de reacciones adversas de
hipersensibilidad. La solucién a estos problemas de rechazo, comenzoé en la década de los 80
gracias a la aparicién de técnicas de ingenieria genética. Asi la utilizacién de técnicas de
DNA recombinante (rDNA), permitié fusionar los genes murinos que codifican para los Fab
de las inmunoglobulinas, con genes humanos que codifican para regiones Fc de los
anticuerpos. Asi, se obtuvieron los anticuerpos quiméricos, los cuales eran un 70%
humanos y un 30% murinos. Ante la aparicion de rechazos frente a los anticuerpos
quiméricos, en 1986 se desarrolld, la humanizacién de anticuerpos, que consiste en
transferir las CDR (regiones determinantes de complementariedad) murinos a las regiones
Fab humanas. El inconveniente de dichos anticuerpos, es que se pierde afinidad por el
antigeno, disminuyendo la eficacia del mismo. Ademas la existencia de tan s6lo una parte
no humana en un anticuerpo monoclonal va ser capaz de generar rechazo, por lo que
actualmente, se estan desarrollando técnicas para conseguir AcM completamente humanos,
gracias a las bibliotecas de fagos. Mediante PCR se generan genotecas de genes
responsables de las regiones variables tanto de las cadenas pesadas como de las ligeras del
anticuerpo. Después se digieren estas secuencias con enzimas de restriccién y se combinan
mediante PCR, obteniendo un repertorio de secuencias génicas que codificaran las
fracciones variables de cadena simple (que contienen los dominios de unién antigénica). A
continuacién, se introducen estas secuencias en el genoma de un fago para que las exprese
para posteriormente seleccionar aquellas que posean una mayor afinidad por el
determinante deseado y se transfectan a bacterias para que produzcan estas fracciones
variables de elevada afinidad. Actualmente los AcM se producen a partir de lineas celulares
inmortalizadas modificadas genéticamente a través de la tecnologia del DNA recombinante
(rDNA). Los sistemas biolégicos que se utilizan a nivel industrial (biofactorias) son las
células NSO (células de mieloma murino) y células CHO (células ovaricas de hamster
chino). Las células NSO son auxétrofas para el colesterol y no expresan glutamina sintetasa
(lo que permite la seleccién con metotrexato), su principal inconveniente es que glicosilan
los anticuerpos con acido N-glicolilneuraminico (NGNA) que no es producido por los seres
humanos, por lo que existe el riesgo de reaccion frente al AcM. Las células CHO se usan en
la industria biotecnoldgica por su versatilidad y alta produccion, pero provocan problemas
de tolerancia en los pacientes debido a las glicoformas de los AcM producidos (generan
NGNA y uniones a-gal (1,3) a-gal), que pueden provocar la generacién de anti-anticuerpos
anti-AcM. Para la produccién de AcM mediante la técnica del rDNA, en primer lugar se
debe construir un vector plasmidico que contenga la informacién génica necesaria para
codificar las cadenas del anticuerpo, y ademas permita la selecciéon de las células secretoras
de AcM de mayor productividad. Para asegurar una mayor expresion del AcM, se
introducen tanto promotores fuertes (como el del citomegalovirus o el asociado al factor de
elongacién 120 ), como un intrén en el extremo 5 para aumentar la exportacién de mRNA
al citoplasma, posteriormente se afiade una cola de poliadenina (poliA) en el extremo 3’
para aumentar la concentracion de mRNA, una secuencia Kozak de consenso antes del
codoén de inicio que aumenta el rendimiento de la traduccién, y se anade un péptido senial
que permite que la célula secrete el AcM de interés facilitando su separacién. La
transfeccién (introduccién del DNA exégeno en la célula que va a ser productora) se realiza
por electroporaciéon o lipofeccion. Tras esto, se cultivan las células en medio selectivo, de tal
manera que sobreviviran aquellas que hayan integrado y expresado el plasmido, cuya
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informacién génica les permitira la produccién del AcM, asi como la maquinaria metabdlica
necesaria para sobrevivir en el medio especifico. Se seleccionan por ELISA y perfiles de
glicosidacion, las colonias de células productoras que sean mas productivas y tolerables por
el paciente. Gracias a la tecnologia del RNA interferente (RNAi) se silencian genes para
mejorar las caracteristicas del AcM. Mediante estas técnicas se eliminan restos de fucosa
unidos al AcM, que aumenta su capacidad de desencadenar la citotoxicidad celular por
anticuerpos o silenciar genes apoptoéticos que evitarian la muerte de las células productoras
de anticuerpos. Una vez seleccionadas las lineas celulares que producen los AcM deseados,
estas se cultivan en grandes birreactores, ajustando las condiciones y el medio de cultivo
para alcanzar una produccién éptima. La separacion y purificacion de AcM se realiza
mediante cromatografia (de proteina A y de intercambio iénico). AcM dirigidos
frente al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (o HER1 o ErbB1), es una
proteina transmembrana de la familia tirosina quinasa y posee funcién de receptor de
factores de crecimiento, cuyos ligandos endogenos son: la anfiregulina y la epiregulina. La
unién de estos ligandos hace que este sufra una dimerizacién y se autofosforile, creandose
asi un lugar de unién para las proteinas adaptadoras. EGFR activa preferencialmente la
via de las MAP quinasas. Esta red de sefializacién controla gran variedad de funciones
biolégicas como proliferacién, diferenciaciéon, supervivencia, adhesién y migraciéon. La
frecuencia de sobre-expresién de este receptor en carcinomas humanos es alta, y
habitualmente se co-expresa con alguno de sus ligandos. La existencia de una mayor
cantidad de este tipo de receptores y ligandos generara una activacién de las vias de
senalizacién indicadas, provocando un aumento de la proliferacién que puede desencadenar
una alteracién del ciclo celular, asi como la replicacién e inmortalizacién de las células (en
definitiva, la transformacién en células tumorales). Cetuximab es un anticuerpo monoclonal
de tipo IgG1 quimérico cuya diana especifica es el receptor EGFR. Actualmente es utilizado
en el tratamiento del cancer colorrectal metastasico y el cancer de células escamosas de
cabeza y cuello y posee una afinidad entre 5 y 10 veces mayor por EGFR que sus ligandos
naturales. La unién de AcM-receptor provoca: inhibicién de la funcién del receptor EGFR,
asi como internalizaciéon del mismo, con lo que disminuye la cantidad de EGFR en la
membrana celular. Por otro lado va activar la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) . Asi, se induce la apoptosis de la célula diana, se inhibe la
proliferacién, se bloquea la migracién y se evita la neovascularizacién (esto impide la
metdastasis) de las células tumorales. Los pacientes tratados con cetuximab, tienen una baja
produccién de anticuerpos anti-quiméricos, lo que evita reacciones adversas, sin embargo se
han descubierto varios tipos de resistencia a esta molécula, en pacientes que presentan
mutaciones en los exones 2, 3 y 4 de KRAS (oncogén), que active de manera independiente
al receptor, por lo que la accién bloqueante del AcM carece de efectividad. Unicamente, se
van a someter a tratamiento con cetuximab, los pacientes con expresion nativa del oncogén
mencionado. Tratar con esta molécula a pacientes con las mutaciones nombradas,
disminuye su tiempo de supervivencia libre de progresién tumoral (PFS). Las pautas de
administracién del cetuximab implican su combinacién junto con: irinotecdn (inhibidor de
topoisomerasas) y oxaliplatino (agente alquilante) en el tratamiento del cdncer colorrectal
metastasico con expresion KRAS nativo. Puede administrarse como monoterapia tras el
fracaso del tratamiento con irinotecan y oxaliplatino o cuando no se tolera el irinotecan, o
bien combinarlo con radioterapia en el cancer de células escamosas de cabeza y cuello
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localizado, pero avanzado, o con quimioterapia de platino en el cancer de células escamosas
de cabeza y cuello recurrente y/o metastasico. Las reacciones adversas son la presencia de
anafilaxia producida por reacciones cruzadas con IgE preformadas, sindrome de liberacién
de citoquinas, enfermedad intersticial pulmonar, reacciones cutaneas, riesgo de
hipocalcemia e hipomagnesemia y queratitis ulcerativa. Panitumumab es otro AcM que
tiene el mismo mecanismo de accién que Cetuximab (estdn dirigidos frente al receptor
EGFR) y sus aplicaciones clinicas son muy similares. Se trata de un anticuerpo IgG2
completamente humano producido en linea celular CHO mediante tecnologia del DNA
recombinante. Las funciones de los AcM podrian resumirse en las siguientes 10 acciones: 1):
actuar como inmunomodulador; 2): comportarse como inmunodepresor; 3): ejercer un
bloqueo funcional sobre los LT-reg.; 4): intervenir como un bloqueante entre un receptor y
su ligando; 5): es un activador del sistema complemento llevando a la lisis celular; 6): son
responsables de una lisis celular mediada por anticuerpos; 7): activacién de los LT y de sus
mecanismos efectores; 8): son inductores de apoptosis; 9): inhibicién de la traduccién de
sefiales, y, 10): inhibicién de la activacién de receptores.

12.- E1 CRISPR/cas9 en la Investigaciéon basica.

Toda técnica que permita editar o corregir con precisiéon el genoma de las células vivas es
uno de los objetivos de la investigacién biomédica. En los dltimos afios se investigaron
herramientas gendémicas entre las que sobresale el sistema CRISPR/Cas9, que es un
mecanismo de defensa bacteriano, que se adapté y rediseié para otros modelos celulares.
Su técnica econdomica, y enorme potencial de CRISPR/Cas9 han revolucionado las
ciencias biomédicas y son un gran avance en el campo de la terapia génica que requiere la
bioética apropiada. Se conocen mas de 10.000 enfermedades hereditarias monogénicas
(causadas por un Unico gen) que afectan a millones de personas en todo el mundo. Algunas
son causadas por mutaciones autosémicas dominantes, o sea que la herencia de una copia
defectuosa del gen responsable puede causar sintomas clinicos. Las técnicas que permitan
editar o corregir con precisiéon el genoma de células vivas es uno de los objetivos de la
investigacién biomédica.

La revista Nature publicé el uso de la técnica de edicién génica CRISPR/Cas9 para
corregir una mutaciéon patogénica en embriones humanos viables. Las metodologias de
edicién gendémica se basan en un corte en las 2 hebras de la doble hélice del ADN
realizado en forma precisa y dirigida en la regién a editar. Este corte es reparado por la
célula por 2 mecanismos alternativos. La via de reparaciéon preferencial es la unién de
extremos no homoélogos o recombinacién no homoéloga. Es la simple unién de los extremos
generados que introduce mutaciones adicionales por inserciones o deleciones en la zona de
la unidén. La recombinaciéon homologa que utiliza como molde la regién correspondiente del
cromosoma homoélogo o una molécula exdégena de ADN provista para llevar a cabo la
correcta unién de los extremos. El cromosoma asi editado es heredado por las células hijas.
Las técnicas de ediciéon gendémica para aplicaciones clinicas se enfrentan a 3 desafios
principales:

1): Generar un genoma en forma eficiente y precisa, es decir en la secuencia que contiene la
mutacién o en la zona que se desea editar, y Unicamente alli. Este desafio plantea otro que
es el desarrollo de técnicas muy sensibles para detectar si se generaron cortes no deseados
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en otras regiones del genoma; 2): Conseguir una reparacién correcta del genoma. Esto
implica vencer la baja eficiencia de la via homologa frente a la via heteréloga y/o monitorear
y seleccionar las células en las que la reparacién fue correcta (la reparacién por la via
heterdloga es usada en la investigaciéon cuando se interrumpe un gen para estudiar su
funcion, pero es inaceptable en las aplicaciones clinicas, a menos que el objetivo sea anular
la funcién de un gen); 3): En la edicién genémica para obtener embriones, se lleva a cabo la
edicién tempranamente, para que todas las células posean la secuencia editada, y no se
generen organismos “mosaico’, con células que porten la versidén corregida, y otras con la
versién original, mutada. Si algunas células mantienen la mutacién, la generaciéon de
“mosaicos” dificultaria el diagndstico genético preimplantatorio. Se han investigado
metodologias para superar estos desafios, o sea, la capacidad de dirigir una nucleasa a una
secuencia determinada del ADN, a eleccion del investigador. Entre ellas se encuentran las
meganucleasas, las nucleasas efectoras tipo activador de transcripcién (Transcription
Activator-Like Effector Nucleases o TALENSs), y las nucleasas con dominios de dedos de
zinc (Zinc Finger Nucleases o ZFNs), actualmente testeadas en ensayos clinicos. Las
técnicas de edicién gendémica se basan en un corte en las 2 hebras de la doble hélice del
ADN (corte doble cadena, o “double strand break, DSB”) realizado en la regién del
cromosoma a editar, para ser reparado por la célula por recombinacién no homoéloga o
unién de extremos no homélogos (NHEJ, Non-homologous end-joining) o por recombinacién
homéloga (HDR, Homology-directed repair), usando como molde la regién correspondiente
del cromosoma homoélogo o una molécula exégena de ADN provista.

CRISPR/cas9 y la terapia génica.

Se hallaron en diversos microorganismos, varios tipos de sistemas CRISPR de variado
grado de complejidad que les permiten defenderse de virus y de otros ADNs foraneos.
Estos sistemas son utilizados por los microorganismos para generar un “catalogo” de los
ADN virales con los que se encuentran. Al tener un segundo encuentro con el virus, los
microorganismos realizan una copia de las secuencias almacenadas (denominada “ARN
guia”) para reconocer a las moléculas del ADN invasor, dirigir a la nucleasa Cas9 y
cortarlas para luego eliminarlas. Se trata de un sistema inmune adaptativo.El estudio de
estos mecanismos plante6 la posibilidad de utilizarlo en otros sistemas celulares para guiar
a la nucleasa Cas9 hacia otras secuencias. Esto requirié una extensa labor de optimizacion
para conseguir que la nucleasa bacteriana se dirija al ntcleo de las células eucariotas. La
secuencia blanco que es cortada por Cas9 esta determinada por la secuencia del ARN guia,
por lo que basta con sintetizar una nueva molécula de ARN para redireccionar a la nucleasa
hacia otro gen. En este aspecto, CRISPR se distingue de las nucleasas mencionadas, para
las que, por cada secuencia que se quiere editar, se requiere disefar una nueva enzima.
Esto convierte al sistema CRISPR/Cas9 en una técnica de edicién gendémica simple y
accesible (econémica y técnicamente) comparada con los métodos anteriores.

El sistema CRISPR/Cas9, adaptado para células eucariotas estda compuesto por la nucleasa
Cas9 y un ARN guia que, por su secuencia, la direcciona hacia el genoma a editar. La
nucleasa efecttia entonces 2 cortes, uno en cada hebra de la doble hélice del ADN. En
algunos casos, secuencias no idénticas, pero similares a la regién blanco pueden ser
reconocidas por el ARN guia provocando cortes inespecificos por parte de Cas9.
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El sistema fue redisenado para muchas aplicaciones: el encendido o apagado de
genes especificos para el estudio de su funcién, el desarrollo de estudios en gran
escala (con una gran poblacién de ARN guias distintos), para la identificacién de
genes involucrados en un proceso celular determinado, la creacién de modelos
animales de enfermedades humanas, el direccionamiento de proteinas a secuencias
especificas del genoma y la modificaciéon genética de plantas, entre muchas otras.

La edicion gendémica de embriones por CRISPR/Cas9, con varios intentos de
correccion de células y/o embriones humanos, en algunos de los cuales se observd
una alta tasa de mosaicismos. Esto requiere de una mayor comprension del
funcionamiento del sistema CRISPR, asi como del entorno celular en el que opera la
nucleasa, y, por el otro, de una extremada cautela en su utilizacién. En la revista
Nature, el especialista en biologia reproductiva Shoukhrat Mitalipov eligi6 una
mutacion en el gen MYBPC3, que causa miocardiopatia hipertréfica, una
enfermedad hereditaria que afecta a 1 de cada 500 personas. En el esperma
donado por un hombre portador de una mutacién dominante (una delecién de 4
nucleétidos), fue utilizado para fertilizar in vitro oocitos normales. Como el donante
era un heterocigota portador de la mutacion, un 50% de sus espermatozoides
llevarian la copia normal, salvaje, del gen MYBPC3, mientras que el otro 50%
llevaria la copia mutada, generando, un 50% de embriones normales y un 50% de
embriones portadores de la mutacion. El trabajo se destacé por su edicion, reflejada
tanto en una alta tasa de correccion de la mutacion como en una baja generaciéon de
embriones mosaico. La estrategia del investigador consistid, en inyectar los
componentes del sistema CRISPR/Cas9 junto con el esperma, en oocitos en
metafase II  (inyeccién intracitoplasmética de esperma). Esto aumenta la
probabilidad de que la nucleasa Cas9 actie antes de la primera duplicacién del alelo
paterno mutado. En segundo lugar, se eligié inyectar la proteina recombinante
junto con la molécula ARN guia en vez de introducir la secuencia de ADN que
codifica la proteina Cas9 para permitir que ésta se fabrique en las células. Asi, la
proteina Cas9 estaria activa en las células durante un periodo acotado, hasta
degradarse, reduciendo la exposicion a la actividad de la nucleasa, y, la
probabilidad de que se sigan generado cortes (especificos o inespecificos) en el
genoma del cigoto. En fin, se obtuvo un 72% de embriones correctamente editados,
es decir un 22% de reparacién precisa (via HDR) y de aumento de embriones
normales con respecto al 50% esperado. En el 28% de los embriones analizados, los
cortes generados por Cas9 habian sido reparados por la via NHEJ generando
inserciones y deleciones en el gen MYBPC3, y éstos habrian sido, por lo tanto,
descartados. Un estudio exhaustivo, no detecté ningin corte no deseado por parte
de la nucleasa Cas9.

La relevancia del sistema CRISPR/Cas9, no tiene precedentes en las ciencias
bioldgicas. Su simpleza y economia lo pone al alcance de todos y su potencial es
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inmenso. Desde la terapia génica hasta la modificacion de especies vegetales,
pasando por la erradicacién de especies de mosquitos portadores de parasitos, de
bacterias resistentes a antibidticos, de virus y hongos dafiinos para el hombre y los
animales, el desarrollo de CRISPR/Cas9, generdé entusiasmo y alarma, y, los
organismos regulatorios pertinentes deberan implementar los controles bioéticos de
la tecnologia.

En la clinica, la técnica enfrenta todavia ciertas limitaciones, como ser : la
eficiencia y precision de los cortes generados por Cas9, la eliminacion y/o reduccion
de cortes off-target y su deteccion, la reparacion correcta de los cortes por la via
HDR, la obtencién de mosaicos y la via de administracién de los componentes del
sistema: la nucleasa Cas9 y el ARN guia. En la fecundacién in vitro y diagnostico
preimplantatorio, como el del trabajo de Mitalipov, /qué sentido tendria la edicién
genomica por CRISPR, si la mitad de los embriones ya eran normales? El trabajo
fue una prueba del principio, y los embriones NO fueron implantados. Es de esperar
que los primeros ensayos que utilicen la técnica de CRISPR/Cas9, sean situaciones
en las que los componentes de CRISPR sean inyectados o administrados en los
tejidos blanco o en los que las células afectadas sean recolectadas del cuerpo,
editadas y reintroducidas. Existen ensayos clinicos con la modificacién de células
inmunocompetentes y células neoplasicas de cuello uterino.

Nuevamente la manipulacién genética, adquiere protagonismo con CRISPR, la
actual estrategia de “cortar y pegar’, que ya se aplica en el estudio de la “nueva
Cardiologia”, con la insuficiencia cardiaca y las coronariopatias.

La técnica CRISPR-Cas9, se desarrollé en 2012, pero se consagré en 2018, cuando el
investigador chino He Jiankiu anuncié su empleo para crear mellizas con una
mutacion “beneficiosa” en el gen CCR5, que les conferiria resistencia a la infeccién
por HIV. A pesar de que Jennifer Doudna, una de las creadoras de CRISPR, advirti
que la técnica no esta lista para ser aplicada a seres humanos, los especialistas en
fertilidad ya mostraron interés en el experimento de He Jiankiu.

La perspectiva de utilizar CRISPR desde estadios embrionarios tempranos para
evitar enfermedades hereditarias, e incluso, para mejorar ciertos rasgos humanos,
(como la inteligencia), es un proyecto que tienta a mas de uno. Si bien la mejora de
la especie humana esta bastante lejos, la aplicaciéon de CRISPR a la Cardiologia es
una realidad experimental. El cardidélogo y genetista Sekar Kathiresan, de
Harvard, intenta desarrollar una terapia que disminuya el colesterol LDL, por la
edicion del gen de la enzima PCSK9. Sus primeros candidatos fueron los pacientes
con hipercolesterolemia familiar, una condicién que afecta a 1 de cada 250 personas,
y que aumenta 13 veces el riesgo de enfermedad coronaria si no es tratada, como lo
sufrieron un hermano y el tio de Kathiresan, fallecidos antes de los 40 afios.
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El ADN es una sucesién de bases nitrogenadas compuestas por Adenina (A), Timina
(T), Citosina (C) y Guanina (G). La G siempre se empareja con la C, y la A siempre
se empareja con la T. Con el sistema CRISPR / cas9, cortamos una secuencia o base
nitrogenada, y, la célula intenta reparar el dano siguiendo su codigo original, es
decir, llegar a tener As delante de Ts o Gs delante de Cs, y como si fuera una
cremallera, intentar engancharlas, para restaurar asi la herida, y restanar la
cicatriz y mantener la continuidad del cromosoma. En esa reparacion, de 30 6 40
veces, solamente en una de ellas, la célula repara de la manera adecuada. O sea que
no hay un 100% de concordancia, tan s6lo un 3, 4 6 5%. El 95% de las veces lo que
pasa es que la célula en sus intentos de reparacion, provoca mas dano del que
queriamos restaurar. Ese es el rubicon que esta prodigiosa técnica debera resolver
en el futuro para que la bioética la incorpore en la investigacion basica.

13.-LA SENESCENCIA CELULAR, EL ENVEJECIMIENTO Y LA LONGEVIDAD.

La mayoria de las células somaticas en mamiferos, exceptuando las células
germinales y las embrionarias tempranas, no expresan telomerasa
(ribonucleoproteina que adiciona repeticiones teloméricas de novo a los
cromosomas). Dado que la replicacién del ADN es bidireccional, que las ADN
polimerasas son unidireccionales y requieren un "primer" o iniciador de la
transcripcién (fragmento corto e inestable de ARN), de 50-200 pares de bases de
ADN telomérico, queda sin replicar al final de cada fase S. Asi, sin telomerasa, los
telomeros se acortan con cada division celular. Al alcanzar una longitud critica, las
células detienen su proliferacion y muestran caracteristicas morfologicas y
funcionales diferentes. Esta es la llamada senescencia celular o replicativa.

Esta longitud critica es de 4 a 6 Kb en células germinales (de un tamafio maximo de
10-15 Kb). Es probable que la célula responda a una modificacién de la estructura
del telbmero mas que a su acortamiento

Algunas células somaticas adultas expresan telomerasa, aunque esto no es comun,
por ejemplo, los LT humanos la expresan transitoriamente. Independiente de la
telomerasa, estas células pierden ADN telomérico con cada divisiéon celular y
senescen. Asi, la presencia de telomerasa es insuficiente para prevenir la erosiéon
telomérica y la senescencia como resultado de la replicacién del ADN. Por otro lado,
la expresion ectopica de telomerasa puede prevenir el acortamiento de los telomeros
y la senescencia replicativa en algunas células humanas como fibroblastos y células
epiteliales.

Hay evidencias que la respuesta senescente evolucioné para suprimir la
tumorigénesis, actuando como mecanismo de seguridad para prevenir la
proliferaciéon de células con riesgo de sufrir transformaciones neoplasicas. De
acuerdo con esto, las células normales sufren el arresto senescente cuando se
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enfrentan a diferentes estimulos capaces de inducir o promover transformaciones
neoplasicas. Estos estimulos incluyen a telémeros cuya funcién ha sido afectada,
algunos tipos y niveles de dano al ADN, perturbacién en la estructura de la
cromatina, y, ciertas sefiales mutagénicas transductoras de oncogenes como RAS
mutado. La telomerasa es incapaz de prevenir la senescencia en fibroblastos
humanos en respuesta a RAS mutado, lo cual indica que las células pueden
expresar un fenotipo senescente y contar con telémeros funcionales.

La senescencia celular no solo se expresa por un cambio en el crecimiento de la
célula sino cuando se manifiestan cambios funcionales que definen al fenotipo
senescente.

Causas del fenotipo senescente.

1): Acortamiento del telémero: no se conocen atun las sefiales a través de las cuales

el acortamiento del telomero conduce a modificaciones del crecimiento en células
normales, aunque estudios en hongos han suministrado algunos mecanismos
posibles, que incluyen un dano al ADN inducido por el telémero corto, la liberacion
de factores de transcripcion-modulaciéon por dichos telomeros, y cambios en la
heterocromatina inducidos por estos. Esos mecanismos potenciales no son
mutuamente excluyentes.

En 1938, el genetista Hermann J. Miller del Instituto de Genética Animal de
Edimburgo con moscas Drosophila melanogaster expuestas a rayos X, acababa de
observar que en los extremos de los cromosomas irradiados, no habia deleciones o
inversiones, por la presencia de un casquete protector que él mismo llamé «gen
terminal» y luego «telémero», del griego «telos» (fin) y «meros» (parte).

Mas tarde, Barbara McClintock, en la Universidad de Missouri ,que estudiaba la
genética del maiz (Zea mays), describié cémo la ruptura de los cromosomas
resultaba en adhesion y fusién de sus extremos, con la formacion de cromosomas
dicéntricos. A pesar del dano, los extremos se restauraban por la adquisiciéon de
nuevo telomero. Segiin sus conclusiones, los telomeros jugaban un importante
papel en la integridad de los cromosomas, pues evitaban la apariciéon de los ciclos
de «ruptura-fusiéon-puente», deletéreos para la supervivencia celular.

El término telomero acunado por Miiller tuvo en apariencia caracter promisorio,
aunque el escepticismo de la época hacia la genética, hizo que la investigacién sobre
los teldmeros cesara abruptamente.

Treinta anos después cuando se develaron los mecanismos de la replicaciéon del
4cido desoxirribonucleico (ADN), gracias al trabajo de James Watson (que describié
la doble hélice del ADN) revistié una singular importancia. El sefial$ el «problema
de la replicacion terminal», dada la incapacidad de las células para copiar
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totalmente los extremos del ADN linear. Senalaba Watson que, por las
caracteristicas de la sintesis de la cadena rezagada del acido nucleico, que hacen
que la ADN polimerasa no pueda replicar por completo su extremo 3’, los telémeros
y por ende los cromosomas se acortaban. Por entonces, Alexei Olovnikov, un
desconocido cientifico ruso, hallé el eslabén entre la replicaciéon terminal -enunciada
por Watson-y la senescencia celular, previamente descrita por Hayflick y Moorhead,
como un estado de detencion de la proliferacion, de las células somaticas humanas
con alteraciones bioquimicas y morfolégicas por haber sobrepasado su capacidad
limite de division.

Para Olovnikov, el problema de la replicaciéon terminal era la causa del
acortamiento de los telomeros, que a su vez, era como un reloj interno para limitar
las divisiones que la célula podria tener en su existencia y, por ende, poder controlar
el envejecimiento. El modelo demostré una notable exactitud; en la actualidad se
acepta que el acortamiento telomérico es la principal causa de la senescencia
celular, y que el reloj molecular cuenta el nimero de ciclos que la célula puede
soportar.

Como Watson, Oloknikov pens6 que la célula tenia una estrategia para mantener la
longitud telomérica durante la replicaciéon del ADN.

Asi se descubrié que esa estrategia tenia nombre propio. Era la telomerasa, enzima
transcriptasa reversa, descubierta por Blackburn y Gall, (1975), en su trabajo con
Tetrahymena thermophila, protozoo ciliado que, posee ademas de un microntcleo
con los cromosomas normales, un macronicleo donde hay cromosomas
fragmentados en multiples segmentos de ADN con el mismo gen codificante para
ARN ribosomal. Asi fue posible determinar la secuencia del ADN extracromosémico,
en cuyos extremos aparecieron repeticiones del hexanucledtido CCCCAA, que
también habia en el micronucleo. El hallazgo generdé dudas: /se trataba de una
propiedad de un gen extracromosémico en un organismo ciliado que no formaba
parte de la linea evolutiva eucariota? /o era quiza una auténtica secuencia
telomérica?

Recién cuando Blackburn se asocié con Szostak, se logré el descubrimiento de las
secuencias teloméricas y de la enzima que las sintetiza.

Szostak probo si las secuencias de Blackburn y Gall actuarian como telémeros en su
experimento con Saccharomyces cerevisiae, y sus resultados fueron contundentes:
los plasmidos de la levadura -ensamblados a partir del vector y de los extremos
teloméricos del ADN de T. thermophila- se replicaron de manera estable.

Blackburn y Szostak concluyeron que si la levadura era capaz de reconocer y

utilizar tales extremos propios de un organismo tan distante evolutivamente, este

hecho constituia evidencia razonable acerca de la alta conservacién evolutiva de los
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mecanismos de replicaciéon de los telomeros. E1 hallazgo estaba ligado a otro no
menos importante: cuando con mapas de restricciéon y ensayos de hibridizacion
analizaron los extremos del ADN de T. thermophila, y los fragmentos de levadura
que suponian actuarian como telomeros, encontraron que las secuencias
teloméricas eran comunes a ambos. Ademas, los plasmidos replicados tenian una
mayor longitud, debida a la estrategia de las células de levadura que anadian
secuencias repetitivas a los extremos de las secuencias repetitivas de T.
thermophila.

Asi, Blackburn y Szostak sugirieron que la elongacion de los telémeros se debia a la
actividad de una enzima desconocida que sintetizaba telémero, después llamada
telomerasa.

Habian creado Blackburn y Szostak no sélo el primer ensayo funcional para
telomeros del que se tenga noticia, sino también sentado las bases para la
construccién de los primeros cromosomas artificiales de levadura, los famosos
YACs, que se emplearon en el Proyecto Genoma Humano, para clonar segmentos
grandes de ADN humano, que se pudieran secuenciar.

Anos después, Blackburn y Greider propusieron la existencia de una actividad
enzimatica a la que llamaron «transferasa telomero terminal», en realidad la misma
telomerasa. Utilizaron extractos de células de T.thermophila y primers o cebadores
sintéticos constituidos por secuencias idénticas a las de los telémeros de células de
levadura y de T. thermophila. Asi, demostraron la sintesis de novo de las
repeticiones en tandem TTGGGG, que se anadian a los oligonucleétidos iniciadores
de la elongaciéon, gracias a la actividad de la nueva enzima. Los resultados de
Blackburn y Greider marcaron un hito en la investigacién de la biologia de los
telomeros, pues dilucidaron la aparente contradiccién entre 2 hechos irrebatibles:
1): el acortamiento progresivo de los telémeros durante cada divisién celular y 2):
su replicacién, proceso que ocurre en forma independiente a la del resto del ADN
cromosomico. Mientras el ADN no telomérico utiliza para su replicacién la enzima
ADN polimerasa, el ADN de los telomeros se vale de un templete constituido por
ARN que adiciona nuevas repeticiones teloméricas. Este forma parte integral de la
molécula de telomerasa y es el molde sobre el que se genera la copia del telémero,
en un proceso de transcripcion reversa.

Ademas de la subunidad ARN (TR), la telomerasa presenta una subunidad
catalitica (TERT). Ausente o poco expresada en las células somaticas, la telomerasa
se encuentra en las células embrionarias, las germinativas (ovogonias y
espermatogonias), asi como en la mayoria de las células transformadas (lineas
celulares inmortalizadas y células cancerosas), donde contrarresta el problema de
la ausencia de replicacion en los extremos teloméricos.
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Hoy se acepta que la longitud de los telomeros y la expresiéon de la enzima
telomerasa varian con la edad y con el tipo celular, lo que ha justificado su
utilizacién como biomarcadores que permitan evaluar la historia y el potencial
replicativo en tejidos y en grupos etareos diferentes. Asi, en la mayoria de éstos, ha
sido posible identificar un patrén aproximado de dinamica telomérica y de expresion
de telomerasa. Es interesante resaltar que en la génesis de ciertas entidades como
la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad coronaria y el cancer, entre otras, juega
un papel clave la diferencia entre la edad biolégica (predicha con base en la
longitud telomérica) y la edad cronolégica. Por otra parte, la expresién de la
telomerasa se ha asociado con la oncogénesis y con la inmortalizacion celular, lo
que ha servido para proponerla como blanco terapéutico en el tratamiento del
cancer.

En las células normales, el acortamiento de los telémeros durante la division
celular es un mecanismo supresor tumoral que «obliga» a que las células salgan del
ciclo celular y entren en un estado irreversible de senescencia, donde cesan de
dividirse y finalmente mueren. No obstante, en el proceso de transformacién
tumoral, la senescencia es también un importante factor de riesgo: existe amplia
evidencia que demuestra que puede ser eludida por la célula con telémeros cortos
que han comenzado a expresar telomerasa. En este caso, la célula «fugitiva»
adquiere un nuevo status, pues se transforma no sélo en maligna, sino ademas en
inmortal, gracias a la acciéon estabilizadora que la enzima ejerce sobre los
telomeros. Pero la senescencia no es sélo un estado de detencién del crecimiento
celular: también implica cambios en la expresién de ciertos genes y torna a las
células resistentes a la apoptosis. Esto explica por qué las células senescentes
pueden acumularse en los tejidos y  contribuir asi tanto al proceso de
envejecimiento, como a la génesis de las enfermedades asociadas. Cuando esto
ocurre, se manifiestan alteraciones patoldgicas hiperplasicas o premalignas, lo que
favorece la teoria que propone el desarrollo del cancer como dependiente de la edad,
quiza debido a la suma de multiples mutaciones. Asi pues, la senescencia ejerce un
efecto protector contra el cancer a edades tempranas mientras que, a mayores
edades promueve el fenotipo tipico del envejecimiento.

No deja de sorprender que mecanismos supresores tumorales como el acortamiento
telomérico y por ende la senescencia, puedan estimular el desarrollo del cancer en
las etapas tardias de la vida. Esta aparente paradoja ha llevado en la ultima
década a que muchos cientificos escudrifien en el dio telémeros-telomerasa, con el
fin de descubrir la hasta ahora oculta clave de la inmortalidad o bien, de develar el
secreto de la malignidad que tan celosamente guarda.

La velocidad a la que se acortan los telémeros esta influenciada por factores que
aceleran el envejecimiento, tales como el estrés, el tabaco, el alcohol y la obesidad.

La longitud de los telomeros parece ser predictiva de demencia y de alteraciones
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cognitivas. Algunos sindromes humanos se caracterizan por mutaciones en los
genes de la telomerasa, los cuales dan lugar a ritmos acelerados de acortamiento
telomérico con la edad. Entre estos se incluyen algunos casos de disqueratosis
congénita, anemia aplasica y fibrosis idiopatica pulmonar. Los pacientes con
disqueratosis congénita acarrean mutaciones en componentes del complejo
telomerasa que dan lugar a una disminucién de la estabilidad de la telomerasa y a
telomeros mas cortos. Estas mutaciones afectan a uno u otro de los genes Tert y
Terc, en pacientes con la variante de disqueratosis congénita dominante
autonomica, o al gen Dkcl que codifica una proteina que interacciona con la
telomerasa implicada en la estabilidad de Terc, y en el procesamiento de RNA
pequenio nucleolar, en pacientes con la forma de enfermedad asociada a X. Los
pacientes con disqueratosis congénita desarrollan muchas de las patologias
demostradas en el modelo experimental de raton con deficiencia en Terc, tales como
corta estatura, hipogonadismo e infertilidad, defectos en la piel y del sistema
hematopoyético, fallos en la médula 6sea y muerte prematura. Ademas, al igual que
los ratones deficientes en Terc, los pacientes con disqueratosis congenita muestran
también una elevada inestabilidad cromosémica a medida que envejecen, lo cual
esta de acuerdo con una pérdida telomérica mas rapida. Finalmente, estos
enfermos y los ratones deficientes en Terc muestran afectada la progenia lo que
hace pensar que los telomeros cortos contribuyen al padecimiento de la enfermedad.
Una diferencia importante existe entre los pacientes de esta enfermedad y los
ratones deficientes en Terc, y es que los enfermos muestran elevada incidencia en
cancer espontaneo, mientras que esto no ocurre a los ratones deficientes en Terc,
excepto en aquellos con deficiencia en p53 y sobreexpresion de TRF2. Una razén
que puede explicar esta diferencia es que, en contraste con los ratones deficientes en
Terc, los pacientes con esta patologia, retienen todavia genes de la telomerasa, que
pueden ser activados durante la tumorigénesis.

2): Daiio al ADN: las lesiones oxidativas en el ADN o rupturas de doble cadena,

inducen a las células humanas normales a detener de forma irreversible su
crecimiento, con cambios fenotipicos asociados similares a los de la senescencia
replicativa. Numerosos estudios muestran que niveles moderados de dano al ADN
frecuentemente resultan en apoptosis, la mayoria utilizaron células inmortales de
roedores. Las células normales humanas, no sufren con frecuencia apoptosis en
respuesta a danos moderados al ADN, sino que responden adoptando un fenotipo
senescente. La capacidad de ciertos tipos de dano al ADN se puede explicar por la
senescencia replicativa prematura hallada en las células de donantes con el
sindrome de Werner (SW), o sindrome hereditario de envejecimiento prematuro en
el hombre. Los pacientes con el SW son asintomaticos hasta la pubertad, sin
embargo, a partir de los 20 6 30 anos, desarrollan un conjunto de patologias
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asociadas a la vejez incluidos cancer, ateroesclerosis, diabetes tipo II, cataratas,
osteoporosis, caida del cabello y atrofia de la piel. E1 SW no es una copia exacta del
envejecimiento normal, pero se caracteriza por el desarrollo prematuro de un
conjunto de patologias asociadas a éste. La expectativa media de vida de individuos
con el SW es de aproximadamente 45 anos, y son las enfermedades cardiovasculares
y el cancer las principales causas de muerte.

Este sindrome es causado por una inactivacion homocigética del gen WRN,
recientemente clonado, y que se localiza en el cromosoma 8 humano. WRN codifica
una proteina de elevado peso molecular que posee actividad ADN helicasa y
actividad 3'-5' exonucleasa. Aunque la funcién precisa de esta proteina no se conoce
todavia, sus actividades bioquimicas y su marcada homologia con el dominio del gen
Rec@Q de E. coli que codifica para una helicasa, sugieren con mucha fuerza que
participa en una o mas vias de reparaciéon del ADN. Las células de SW acumulan
una gran variedad de mutaciones, con una elevada proporcién de delecciones y
translocaciones cromosémicas. Se conoce que estas células senescen después de
muchas menos duplicaciones que las células de donantes de la misma edad. Hay
también evidencias de que estas células senescen con longitudes del telomero
mayores (7-9 Kb), que la de las células senescentes de donantes normales (5-7 Kb).
Asi, el dano acumulado sobre el ADN, mas que el acortamiento del telémero, puede
ser la causa de la senescencia prematura en las células con SW. El hecho de que la
pérdida de la funcién de un gen (WRN) cause tanto la aceleracién de los fenotipos
envejecidos in vivo como la aceleracién de la senescencia de las células in vitro,
apoya la idea de que la senescencia celular puede contribuir al envejecimiento, o al
menos a varias patologias asociadas a la vejez.

Estimulos oncogénicos o mutagénicos inapropiados: resultados recientes sugieren
que las células normales pueden responder a estimulos oncogénicos adoptando un
fenotipo senescente. La primera evidencia para esta idea deriva de estudios en los
cuales una forma activada del gen RAS (oncogénico) se introdujo en fibroblastos
humanos normales. RAS es un proto-oncogen bien caracterizado que transduce
senales de ciertos receptores de crecimiento. Los receptores de respuesta a RAS, una
vez que reciben sus ligandos, estimulan a la proteina RAS a unirse al GTP. Este
complejo transmite senales mitogénicas a través de la activacion de la via de la
proteina-kinasa activada por mitégeno. La sefal se termina por la actividad
GTPasa de RAS. Las mutaciones que convierten a RAS en una oncoproteina
mactivan su actividad GTPasa, pero no su capacidad de unirse al GTP, provocando
que la proteina transmita continuamente sefiales mitogénicas. Las formas activadas
de RAS estimulan el crecimiento de muchas células de roedores y transforma a las
células inmortales en células tumorigénicas; por lo que no se esperaba que la
introduccién de un gen RAS oncogénico en fibroblastos humanos normales
provocara la detencién del crecimiento de éstos con un fenotipo similar al
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senescente. Esta misma respuesta también fue observada al introducir 2 efectores
activados de la actividad RAS:; las proteinas-kinasas RAF y MEK.

Por el contrario, formas activadas de RAS y MEK estimularon la proliferaciéon en
células inmortales o en células en las que la proteina supresora de tumores p53
estaba 1nactivada. De esta forma, sefales mitogénicas inapropiadas vy
potencialmente oncogénicas estimularon la proliferaciéon en células con la funcién
p53 comprometida, pero indujeron el fenotipo senescente en células humanas
normales.

El factor de transcripcion E2F1 se encuentra negativamente regulado por la
proteina supresora del retinoblastoma (pRb), y es importante para la transcripcién
de muchos genes que se requieren para la sintesis del ADN. La sobreexpresion de
este factor de transcripcién también induce una respuesta senescente en
fibroblastos humanos normales. Recientemente, se ha detectado que la ruptura en
la organizaciéon de la cromatina también origina una respuesta senescente de las
células.

Implicacion en el envejecimiento.

La senescencia celular se ha implicado en el envejecimiento. Debido a que las
células senescentes son incapaces de autorrenovarse, se postula que estas células
podrian contribuir al envejecimiento, al fallo inmunolégico, pobre cicatrizacion,
atrofia de la piel, disminuciéon de la funciéon gastrointestinal, etc.

Se supone que estos cambios surgen por la pérdida de la capacidad proliferativa de
la célula, y por ende de la capacidad regenerativa del tejido.

Esta idea surge porque el primer estimulo que se reconoce como causa de la
senescencia celular fue la divisién celular repetida (senescencia replicativa).
Estudios posteriores mostraron que la senescencia replicativa es obra del
acortamiento progresivo de los teldmeros, el cual se genera en cada ciclo celular de
células que no expresan la enzima telomerasa. La mayoria de los mamiferos no
expresan telomerasa en sus células somaticas, aunque hay algunas excepciones y
diferencias con el cual la telomerasa es reprimida en el soma. En especies con
telomeros relativamente cortos como en los humanos, las células que se dividen
adquieren uno o mas telomeros criticamente cortos y no funcionales. Esto provoca el
dafio senescente e irreversible del crecimiento celular. El papel particular de los
telomeros en el desencadenamiento de esta respuesta dio lugar a la llamada
"hipotesis del envejecimiento asociado al telomero", que realmente deberia llamarse
"hipétesis del envejecimiento asociado a la senescencia celular", pues la
funcionalidad del telémero es solo uno de los mecanismos involucrados en el
desencadenamiento de la senescencia. De mas relevancia para el envejecimiento es
el hecho de que la respuesta senescente resulta en cambios en la morfologia y
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funcionalidad de la célula. Por la senescencia, algunos tipos celulares resisten
ciertas senales apoptéticas. Esto explicaria por qué las células senescentes se
acumulan en los tejidos con la edad. De igual importancia es el hecho de que las
células senescentes sobreexpresan moléculas de secrecién, las que actuan en sitios
distantes de su producciéon dentro del tejido, y afectan el microentorno local. Entre
ellas hay varias metaloproteasas de matriz y otras enzimas degradativas,
citoquinas inflamatorias y factores de crecimiento. (SASP).

Los cambios funcionales de la senescencia celular sugieren un mecanismo adicional
que puede contribuir al envejecimiento. Debido a que las células senescentes,
funcionalmente afectadas se acumulan in vivo, sus fenotipos secretores pueden
provocar afectaciones en el entorno tisular local. Esto pudiera explicar la pérdida de
la integridad tisular y funcionalidad durante el envejecimiento. Ademas, esto podria
iniciar o promover ciertas enfermedades de la vejez. Asi, se ha propuesto que la
ateroesclerosis puede iniciarse por las secreciones producidas por células
endoteliales senescentes.

También las células senescentes podrian estimular la progresion del cancer, lo cual
requiere tanto de mutaciones oncogénicas, como de un microentorno tisular afectado
o danado en el cual las células mutadas puedan expresar su fenotipo neoplasico.

Estudios recientes reportaron que fibroblastos humanos senescentes estimularon a
proliferar en cultivo a células epiteliales pre-neoplasicas, pero fueron incapaces de
estimular la proliferacion de células epiteliales normales. Esto se ve favorecido en
edades avanzadas donde las células senescentes y las células con mutaciones pre-
neoplasicas se acumulan.

El fenotipo senescente y el pleiotropismo antagoénico.

Es muy probable que la senescencia celular haya evolucionado para proteger a los
mamiferos del cancer. Si ademas de esto también contribuye al envejecimiento,
constituiria un ejemplo de pleiotropismo antagénico evolutivo.

Segun esta teoria, los eventos que fueron seleccionados para optimizar el buen
estado de salud en los organismos adultos jovenes, pueden ejercer ademas efectos
dafinos, pobremente seleccionados sobre el organismo envejecido.

La determinacién del crecimiento, que suprime la tumorigénesis en organismos
jovenes, puede ser el evento seleccionado. Por el contrario, la funcionalidad afectada
de la célula, puede ser el evento no seleccionado con efectos daninos para el tejido
envejecido. Presumiblemente estos efectos daninos son despreciables en los tejidos
jovenes, donde las células senescentes son raras. Pero, en la medida en que el

organismo envejece, las células senescentes se acumulan, y entonces sus funciones
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alteradas, por sus fenotipos secretorios, comprometan la fisiologia e integridad del
tejido.

Dado el pleiotropismo antagénico de la senescencia celular, se sospecha que las
células senescentes pueden también contribuir al incremento de la incidencia del
cancer que se produce con la edad en mamiferos. El fenotipo secretorio de las células
senescentes afecta su microentorno en el tejido. Asi, el dano al ADN, la pérdida de
funciéon de los teldmeros o errores en senales mitogénicas, puede causar una
acumulacion de células senescentes, pero solo ser significativas y daninas en edades
avanzadas, donde alcancen suficiente cantidad. Simultaneamente, las mutaciones
se acumulan con la edad. Entonces en la medida en que envejecemos se incrementa
la probabilidad de que las células senescentes y las células con mutaciones
oncogénicas se produzcan cercanamente. Las células senescentes crearian el
microentorno que promueva el crecimiento y la progresiéon neoplasica de las células
mutadas.

Otro ejemplo de pleiotropismo antagoénico de la senescencia celular es la psoriasis.
Esta enfermedad de la piel posee un crecimiento excesivo de los queratinocitos
epidérmicos, que forman una capa gruesa, con pérdida de su funcionalidad,
resistentes a la apoptosis, y un fenotipo similar al senescente, sugiriendo que las
placas estan constituidas por queratinocitos senescentes. Es muy rara la aparicion
de tumores en las lesiones psoriasicas, aunque pueden desarrollarse en la piel
intacta adyacente a las lesiones.

La senescencia celular o replicativa consiste en un cambio del ciclo celular
permanente o estado de paralisis celular irreversible, en el cual las células no
proliferan, pero el organismo no las elimina, y persisten por largos periodos. En el
cambio del ciclo celular en senescencia, participa el gen CDKNZ2A, que codifica para
las proteinas pl6INK y pl14/pl19ARF, La senescencia implica cambios moleculares
generalizados y modificaciones en la homeostasis, que se manifiestan como una
desregulacion sistémica del organismo. También existe la senescencia inducible o
patoldogica, que ocurre después de numerosas divisiones celulares o como respuesta
al estrés psicolégico o fisiolégico (oncogenes, dafio oxidativo, ADN alterado, etc).

Entre los procesos primarios que se inician con el envejecimiento se incluyen:
1.-Pérdida de la homeostasis de proteinas (proteostasis);

2.-Inestabilidad genémica;

3.-Acortamiento de telémeros, y

4.-Alteraciones epigenéticas.

85



La senescencia celular evolucion6 para prevenir el desarrollo de tumores en células
mitéticamente competentes de organismos jovenes para garantizar, en ultima
instancia, la supervivencia de la especie. Curiosamente, los mecanismos que la
inducen pueden provocar crecimientos neoplasicos. El cambio irreversible del
crecimiento celular no es el tUnico rasgo caracteristico de su fenotipo, también
incluye cambios en las funciones secretoras, que pueden afectar la integridad del
tejido y contribuir de esta forma a las disfunciones organicas asociadas a la vejez.
Esto sugiere que la senescencia celular puede ser un ejemplo de pleiotropismo
antagoénico, y, que es la vejez el precio que se paga por un 6ptimo estado de salud en

la juventud.

Una respuesta inmune para ser efectiva debe alternar mecanismos de proliferacion
y de muerte celular. Estudios indican que la reexpresién de telomerasa es posible en
LB para mantener el largo de los telémeros y prevenir la senescencia. Se ha
observado que se produce un alargamiento en los telomeros de LB virgenes cuando
son estimulados por el antigeno, evento en el cual se diferencian en células
efectoras, se dividen, experimentan expansion clonal y originan células de memoria.
Los pasos anteriores se acompanan de un aumento transitorio de la telomerasa, ya
que las LLB en reposo muestran poca cantidad. Al terminar el estimulo, la mayoria
de las células efectoras mueren por apoptosis._Conforme avanza la edad se agota la
telomerasa, los marcadores de senescencia p16INK4a y p14/p194RF gumentan en los
LB, y se observan las alteraciones de la senescencia replicativa. Los estudios
muestran que, en condiciones normales, y como ayuda de sus funciones, el
mecanismo de la senescencia dependiente de telémeros, puede ser utilizado por el
sistema inmune para regular su respuesta y la homeostasis celular durante toda la
vida del individuo. El aumento transitorio de la telomerasa durante la activacion
de los LB constituye un ejemplo de lo sennalado.

En la embriogénesis, grupos de células NK deciduales, conocidas como inductoras
de tolerancia y protectoras del embarazo, al ser estimuladas por la molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) del trofoblasto se transforman en
senescentes. Estas células NK-SASP secretan moléculas que regulan la neo-
angiogénesis para la implantacion del embrion. Entre los mecanismos de los LT- reg
(CD4-CD25 -FoxP3+) para suprimir una respuesta inmune, est4d impedir la
proliferacién de LT mediante la induccién de senescencia en los LT efectores.

Para limitar la excesiva fibrosis durante la reparacion tisular, los miofibroblastos,
estimulados por la proteina CCN1, adquieren caracteristicas de células senescentes
agudas y secretan moléculas que degradan componentes de la matriz extracelular.
Ello pone de manifiesto un efecto positivo de la senescencia celular transitoria en la
actividad fisiolégica inmunitaria.

Inmunosenescencia.
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Es el nombre que reciben los cambios deletéreos del sistema inmune asociados con
la edad. El envejecimiento se asocia con la declinaciéon en la funcién del sistema
inmune, lo cual origina disminucién de la respuesta a vacunas, y de su capacidad
defensiva, con aumento en el riesgo de infeccion. Se ve comprometida la
cicatrizaciéon, y hay aumento en la incidencia del cancer y de la autoinmunidad.
Algunos factores como los genéticos influyen en ello, sin embargo, otros, como el
estilo de vida y la nutricién que son modificables, pueden impactar en la progresion
de la inmunosenescencia.

Cambios inmunoldgicos similares a los relacionados con la edad se llevan a cabo
durante el estrés cronico o la exposiciéon a glucocorticoides e inmunodepresores. Del
analisis en el comportamiento de las diferentes células del sistema inmune, se ha
comprobado lo siguiente : las NKC aumentan en cantidad, pero disminuye su
toxicidad; los LB disminuyen su linfopoyesis y su memoria; los LT-CD4 son a
predominio Th2, mientras el balance CD8 supera al CD4, los LT de memoria
exhiben telomeros cortos mientras que los LT virgenes poseen telomeros largos; los
LT-reg se incrementan en cantidad de preferencia en los naturales; los macréfagos
experimentan una caida en su capacidad fagocitica y en la autofagia; los PMN
presentan una quimiotaxis disminuida mientras que los mastocitos se desgranulan
facilmente mientras su numero disminuye. De lo expuesto, se advierte que el
sistema inmune sufre una peligrosa senectud, que no s6lo nos expone a mayores

infecciones de todo tipo, sino que no se encuentra en adecuadas condiciones para
liberarse de las células senescentes, las que se acumulan perturbando el normal
funcionamiento del organismo. Si bien no existe ain un farmaco que pudiera
remediar o mejorar este déficit, la confecciéon de un esquema racional obligatorio
para los sujetos mayores pareceria razonable, pues obligaria durante tiempos
programados a vacunar contra patégenos prevalentes en el medio ambiente, y asi,
obligar al sistema inmune a una actividad méas acorde con las funciones esperadas,
tal como se ha documentado en los llamados “supercentenarios,” que son aquellas
personas que han cumplido una centuria, y no evidencian mayor deterioro general
ni inmunolégico. Si bien corresponde recordar al Phaseolus vulgaris, productor de
una sustancia llamada fitohemaglutinina (muy usada en técnicas de laboratorio),
que se obtiene de los porotos comunes, y se ha demostrado como positivo
estimulantes de los LT, en 2010, en la Prensa Médica Argentina, vol. 97 (3),
pag.128-137, recordabamos el siguiente parrafo “Ante el avance de las neurociencias
para preservar las funciones cerebrales y evitar el deterioro neuronal, pareceria
prudente establecer un “calendario de vacunaciones” en la edad provecta, que
ademas de brindar proteccion ante patégenos potenciales, induciria a través de la
cadena  IL-12—IL-1-IL-6—>TNF-a—LTCD4-Th1—-LTCD4-Th2—IL-2—IL-3—IL-
4—-1L-5—IL-10—IL-17-TGF-8, una liberacién de NPO (neuropéptidos), y la
constitucion de nuevos circuitos interneuronales aptos, para el desarrollo de nuevas

87



actividades creativas, y motivaciones vitales no valoradas suficientemente en la
edad mayor.”

En los mayores de 65 anos, el receptor TCR tiene menor diversidad, se alteran las
senales de traduccion y los receptores de superficie, como el CD8 que aumenta y el
CD28 que desaparece, con adhesiéon y activacion celular, aumento de actividad de la
telomerasa y apoptosis. En los mayores de 80 anos, se pierde CD28 en el 10 % de los
LTCD4 y en 60 % de los LTCDS8. La acumulacién de estas células (TCD8+CD28-) es
uno de los cambios mas notorios en esta edad, y la pérdida de su receptor origina
disminucién en la activacion y proliferacion del linfocito durante la presentacion de
un antigeno, asi como de su vida media; asi, se genera aumento de IL-6 y TNF.

Por otra parte, estas células acrecientan su actividad citotoxica, pero también su
funcion reguladora supresora, con disminucién en la respuesta a patdgenos y
vacunas. La capacidad timopoyética decrece con la edad, pero, los linfocitos TCD4+
CD25+ FoxP3+, asi como los CD8+CD28-CD25+ aumentan en la sangre periférica.
Estos ultimos mostraron una funcién similar en jévenes y ancianos, al suprimir la

proliferacién y produccion de citocinas en respuesta a la estimulacién policlonal del
LT.

De los grupos de TCD4-reg, las naturales (que se originan en timo), aumentan con
la edad y las T-reg inducibles (que adquieren FOXP3+ en la periferia), disminuyen.
Estudios en ratones viejos muestran cambios en su funcién; los LTCD4 FoxP3+
producen més IL-10 y suprimen a la molécula CD80 (B7-1) en células dendriticas, lo
que aumenta la supresiéon inmune.

Las células madre del mesénquima de ancianos, contrario a lo que sucede con las
de jovenes, no son capaces de diferenciarse in vitro a células neuroectodérmicas, lo
que limita la utilizaciéon de células autdlogas de personas mayores, para reemplazo o
regeneracion de tejidos, mas atun su donacién.

La edad no transforma a las células madre hematopoyéticas individualmente,
cambia su composicién clonal. La actividad de las células madre disminuye, pero su
cantidad aumenta en médula o6sea, en lo cual cambian los compartimentos
medulares: aumenta el mieloide y se reduce el linfoide, consecuentemente, las
enfermedades clonales de células madre mieloides ocurren con mayor frecuencia y
con el aumento de la edad son mas resistentes al tratamiento.

Algunos mecanismos paracrinos, mediante los cuales las células senescentes SASP
pueden producir disfuncién celular, y del nicho de las células madre, son
impedimento de homeostasis celular, induccién de diferenciacién celular aberrante,
degeneracién de la matriz extracelular, estimulacién de inflamacién tisular estéril,
e induccién de senescencia de células recién nacidas.
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La disminucién del compartimento medular linfoide se refleja en el decremento de
la linfopoyesis de LB, lo cual reduce el nimero de LB virgenes; los de memoria
pueden aumentar, pero estan afectados. Aun cuando el nimero de LB secretoras de
anticuerpos se incrementa, la respuesta de anticuerpos decrece en cantidad,
especificidad y cambio de isotipo. Lo anterior se puede atribuir a defectos en Th y en
la senalizacion por alteraciones del receptor del LB y de las moléculas CD40 y B7.
Como consecuencia, los ancianos tienen pobre protecciéon contra gérmenes con los
cuales no habian tenido contacto y una respuesta muy disminuida a las vacunas.

Los LB de memoria normales tienen en la superficie Ig con cambio de isotipo: G, A o
E y el marcador CD27. Al disminuir este marcador en los ancianos, aumentan las
células CD27- (LB de memoria exhaustas con mayor produccién de citocinas), las
cuales contribuyen con la inflamaciéon basal tipica de ellos; esto aumenta el riesgo
de inflamacion y disfuncién endotelial, funciéon vascular alterada y enfermedades
(como las cardio-pulmonares). La activacién de las citocinas proinflamatorias y sus
receptores, es requerida para el inicio de la senescencia, mientras que su
desactivacion frena el proceso. La secrecion de IL-6 predomina en células
senescentes (epiteliales, queratinocitos, monocitos, fibroblastos, TCDS8). Los
fibroblastos sobreexpresan también IL-1, GM-CSF, IL-8, MCP1, MCP2, MCP3 y
MCP4, asi como los factores de crecimiento tipo insulina (IGF, insulin like growth
factor) y sus proteinas unidoras.

Las IL-1, IL-6 e IL-8, al interactuar con su receptor CXCR2, generan
sobrerregulaciéon de los factores de transcripcion C/EBPB y NFkB, que se
autorregulan en células senescentes e inducen la produccién de estas citocinas. Al
respecto, se ha senalado que las citocinas IL-6 e IL-8 y sus receptores son
requeridos en la senescencia replicativa inducida por oncogenes como BRAF.

En esta etapa, el incremento en las citocinas IL-1, IL-6 y TNF contribuye al estado
inflamatorio crénico del anciano.

Las integrantes del tipo Thl, las citocinas IL-2 e IFNy, se encuentran en menor
cantidad, lo cual disminuye la activacién de los linfocitos y de los macréfagos.
Estudios han mostrado que los genes para estas 2 moléculas tienen alteraciones en
la metilaciéon del ADN durante el envejecimiento, y que su produccién decrece;
sucede lo contrario con las citocinas tipo Th2, ya que aumenta la cantidad de IL-4,
IL-10 e IL-13. Todo ello orienta hacia el predominio de una respuesta de citocinas
tipo Th2, a lo que se suman resultados de estudios realizados en personas

nonagenarias, quienes mostraron una cantidad mayor de células Th2, secretoras de
IL-4, IL-10 e IL-13.

La respuesta de tipo Th2 (alérgicas) tiene una relacién con la respuesta inmune
humoral, pero en condiciones adversas con las reacciones de hipersensibilidad del
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tipo I. /Sera un precoz envejecimiento del sistema inmune, motivado por el estilo de
vida cotidiana, quien condicione el envejecimiento de todo el organismo? /Sera como
dijimos con antelaciéon necesario un calendario de vacunaciones con antigenos

adecuados a las patologias de la mayor edad necesario para estimular a los LB y a
los LT a cumplir con sus funciones especificas evitando su precoz deterioro?. 6789
101-102-103-104 [nvestigadores de la Universidad de Tel Aviv, en Israel, aseguran haber
encontrado la detenciéon del envejecimiento celular con el tratamiento con oxigeno
puro en el interior de las cAmaras hiperbaricas (OHB) durante un periodo de 3 meses.
Uno de los procesos asociados al envejecimiento es el acortamiento de los telémeros,
situados en los extremos de los cromosomas, y la acumulaciéon de células viejas, o
que han dejado de cumplir su funcion. En las células inmunes obtenidas de la
sangre de los pacientes, (células NK, LB y LT), descubrieron que después del
tratamiento, los telomeros no s6lo no se habian encogido, sino que se habian
alargado hasta un 38%, mientras que las células senescentes habian disminuido
hasta en un 37%.

Sistema inmunolégico y electromagnetismo: una revision historica. Introduccion.

La relacion entre el sistema inmunolégico humano y los campos electromagnéticos
es un tema de investigacién que cuenta ya con varias décadas, sin haberse llegado
todavia a una respuesta concluyente. Los efectos organicos de las radiaciones
ionizantes (RI) son indiscutibles, y se conocen practicamente desde el
descubrimiento de los rayos X y de la radiactividad, a fines del siglo XIX. Pero la
problematica de la accién biolégica de las radiaciones no-ionizantes (RNI), o de los
campos magnéticos estaticos, aun contintia abierta. Y si nos referimos
especificamente a los efectos sobre el sistema inmune de los seres humanos, la
cuestion se vuelve todavia mas compleja. Complejidad que se ve acentuada porque,
en ciertas oportunidades, el tema se desliza sutilmente hacia el terreno de la
pseudociencia. Un ejemplo de esto es la terapia magnética, magnetoterapia o
biomagnetismo, una practica de medicina alternativa pseudocientifica que implica
el uso de campos magnéticos estaticos, y que ha sido promovida como un
tratamiento para el cancer y otras enfermedades.

En realidad, a pesar de que la hemoglobina, la proteina de la sangre que transporta
el oxigeno, es débilmente diamagnética (cuando estd oxigenada) o paramagnética
(cuando estd desoxigenada), y por lo tanto presenta muy débiles propiedades
magnéticas, los imanes utilizados en la terapia magnética son en muchos érdenes
de magnitud demasiado débiles para tener algin efecto medible sobre el flujo
sanguineo. En caso de que tal efecto existiese, los poderosos campos magnéticos
utilizados en Resonancia Magnética Nuclear (RMN) darian lugar a efectos
biolégicos importantes y objetivamente cuantificables; sin embargo, tales efectos no
han sido observados. Respecto de las declaraciones sobre el rol curativo de los

campos magnéticos estaticos para las patologias oncoldgicas, la American Cancer
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Society declara que "la evidencia cientifica disponible no apoya estas afirmaciones”.
Sin embargo, existe una disciplina cientifica que se ocupa de estas cuestiones y es el
Bioelectromagnetismo (BEM), una ciencia ain en construccién que estudia la forma
en que los organismos vivos interactian con los campos electromagnéticos (CEM).
El concepto del Bioelectromagnetismo se fundamenta en que los fenémenos
eléctricos se hallan en todos los organismos vivientes. Existen débiles corrientes
eléctricas en el organismo humano que producen campos magnéticos, también
débiles, de muy limitada extensiéon fuera del cuerpo. En consecuencia, los seres
vivos podrian verse influidos por campos magnéticos y electromagnéticos externos.

Los ejemplos del Bioelectromagnetismo incluyen el potencial eléctrico de las
membranas celulares y las corrientes eléctricas que fluyen en nervios y musculos
como consecuencia de su potencial de accién. Las células usan gradientes
electrostaticos para almacenar energia metabdlica, para realizar trabajo o
desencadenar cambios internos, e intercambiar senales. En concreto, existen 3
procesos fundamentales que implican interacciones eléctricas a nivel celular:

1): la despolarizacién eléctrica de la membrana celular en la sinapsis, con el
consiguiente flujo de iones de calcio,

2): la transmisién de impulsos nerviosos desde neuronas motoras hacia las fibras
musculares, eléctricamente excitables (unién neuromuscular) y

3): los campos electromagnéticos endégenos (CEME) generados en las células como
consecuencia de la vibracion de macromoléculas dipolares y algunos componentes
del microesqueleto celular, por ejemplo los microtibulos.

Estos campos electromagnéticos generados dentro de los tejidos pueden ser
afectados por los campos electromagnéticos externos. De esta situacién surge el
concepto de “homeostasis electromagnética”, es decir, la capacidad del cuerpo
humano para mantener un equilibrio de interacciones electromagnéticas altamente
complejas dentro de las células, a pesar de un entorno “ruidoso” electromagnético
externo.

En el presente trabajo efectuaremos una sintética revision de publicaciones
importantes relacionadas con este tema. Se han elegido no solo por el hecho de
aportar nuevos conocimientos, sino también porque todas ellas realizan revisiones
del estado del arte hasta la fecha de su publicacién, y de esa forma nos permiten
conocer el pensamiento de la comunidad cientifica sobre esta cuestiéon. Las hemos
ordenado correlativamente por fecha de publicacién, a los efectos de detectar las
modificaciones que fueron experimentando la comprension del tema, si las hubiere.

Aclaramos que el tema de los efectos biolégicos producidos por las RNI es mucho
mas amplio que lo que aqui presentamos, pues nos hemos limitado especificamente
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a los efectos sobre el sistema inmunolégico. Ademas, deben diferenciarse los efectos
producidos por los campos de muy baja frecuencia (ELF, frecuencias inferiores a 300
Hz) de los correspondientes a frecuencias superiores y de aquellos generados por
campos magnéticos estaticos, dado que todos ellos interactian con los sistemas
bioldgicos a través de mecanismos diferentes. Hemos optado por listar los trabajos
solo en atenciéon a su fecha de publicacion, indicando en cada caso a qué tipo de
efectos se estan refiriendo. Los trabajos : J. Walleczek (1992): Electromagnetic field
effects on cells of the immune system: the role of calcium signal:- afirma que durante
la década de 1980 se acumul6 una evidencia considerable que demuestra que las
exposiciones no térmicas de las células del sistema inmunolégico a campos
electromagnéticos de frecuencia extremadamente baja (ELF) pueden provocar
cambios celulares que podrian ser relevantes para la actividad inmunitaria in vivo.
Dice también que se ha documentado una capacidad de respuesta similar a la
radiacion electromagnética no ionizante en ese rango de frecuencia para los tejidos
del sistema neuroendocrino y musculoesquelético. Sin embargo, el conocimiento
sobre los mecanismos bioldgicos subyacentes por los cuales tales campos pueden
inducir cambios celulares es todavia muy limitado. De acuerdo con el autor, en
general, se cree que la membrana celular y la actividad regulada por atomos de
calcio doblemente ionizados (Ca2+) estan implicadas en el acoplamiento del campo
ELF bioactivo con los sistemas vivos. Este articulo comienza con una breve revisién
del estado del conocimiento sobre los efectos de los niveles no térmicos de campos
electromagnéticos ELF en la bioquimica y la actividad de las células inmunes y
luego examina de cerca nuevos resultados que sugieren un papel del Ca2 + en la
induccién de estos campos en las células. Con base en estos hallazgos, propone que
los procesos de senalizacion de Ca2 + mediados por la membrana celular estan
involucrados en la mediaciéon de los efectos de campos electromagnéticos sobre el
sistema inmunolégico.

S. Grimaldi et al (1997): Exposure to a 50 Hz electromagnetic field induces activation of the
Epstein-Barr virus genome in latently infected human lymphoid cells: plantean que el
genoma del VEB (Virus Epstein-Barr) en células linfoides infectadas de forma latente
ofrece la oportunidad de seguir los efectos de los CEM sobre el producto transcripcional y
traduccional resultado de la accién del virus, claramente distinguibles de los del genoma de
la célula huésped. La exposicién de las células Akata, una linea celular linfoide humana
infectada de forma latente por el genoma del VEB, a un campo electromagnético de 50 Hz
dio como resultado un mayor nimero de células que expresan los antigenos tempranos del
virus. Este hallazgo proporciona evidencia adicional de que el ADN puede ser modulado por
un campo magnético.

J. Torres y L. Alzate (2006): Efectos de las radiaciones electromagnéticas no-ionizantes en
sistemas biolégicos: dicen que no hay resultados concluyentes debido a la gran complejidad
del sistema inmune.

Grupo PRINIA (2009): Efectos sobre la salud humana de los campos magnéticos y eléctricos
de muy baja frecuencia (ELE): analizaron diversos estudios clinicos con voluntarios, en los
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que se evaluaron los efectos de la exposicién a los campos electromagnéticos en hormonas,
el sistema inmunitario, y las caracteristicas quimicas de la sangre. Estos estudios no
proporcionaron resultados consistentes, por lo que los autores afirman que las evidencias de
los efectos de los campos ELF sobre los componentes del sistema inmunolégico en general
son inconsistentes.

Mencionan que, en algunos estudios en seres humanos, utilizando campos de magnéticos de
10 pT hasta 2 mT, se observaron cambios en las células citoliticas, que mostraron tanto un
aumento como una disminucién de su nimero, mientras que el recuento total del ntiimero de
células blancas (leucocitos) permanecié sin cambios o con una disminucién del ntimero. En
estudios en animales, se observd una actividad reducida de las células citoliticas en ratones
hembras, pero no en los machos ni en grupos formados por ratas de ambos sexos. También,
en el recuento de leucocitos se obtuvieron resultados inconsistentes, con una disminucién o
ningtn cambio en los distintos estudios. La gama de exposicién de los animales fue atin mas
amplia, con intensidades del campo magnético de 2 pT a 30 mT. La dificultad para
interpretar el impacto potencial de estos datos en la salud radica en las grandes variaciones
de las condiciones de exposicién y ambientales, el numero relativamente pequefio de
individuos sometidos a prueba y la amplia variedad de efectos finales. Por lo tanto,
concluyen que no puede afirmarse con certeza la generacion de efectos por los campos ELF
sobre el sistema inmunolégico humano.

0. Johansson (2009): Disturbance of the immune system by electromagnetic fields—A
potentially underlying cause for cellular damage and tissue repair reduction which could
lead to disease and impairment: es un trabajo muy completo, en el que efectiia una revisién
de gran parte de la literatura disponible hasta el momento de su publicacién. Plantea que
un conjunto de células particularmente interesante son las diversas células dendriticas de
la piel (el autor trabaja en un departamento de dermatologia experimental). Las mismas
son los reactores clasicos a la radiacién externa, como radiactividad, rayos X y luz
ultravioleta. Demuestra que las mismas desempenan un rol muy importante en las
personas con electrohipersensibilidad, que son especialmente sensitivas a las RNI de baja
frecuencia. Ademas, estudia las alteraciones que se encuentran en la poblaciéon de
mastocitos de personas expuestas a tales radiaciones. Considera que el incremento en el
numero de mastocitos es un “cambio fisiolégico medible” que indica una respuesta de tipo
alérgica e inflamatoria a la accién de las RNI. Afirma que se ha producido un aumento
internacional muy rapido de alergias, asmas y otras hipersensibilidades. Sin embargo,
reconoce que los experimentos no prueban modificaciones en la cantidad de componentes
sanguineos en animales expuestos y no expuestos.

El trabajo presenta una visién algo apocaliptica del tema, con la que no necesariamente se
debe estar de acuerdo. Su conclusion final es una “sefial de advertencia” “Es, por tanto,
posible que la provocacion cronica por exposicion a los campos electromagnéticos puede
conducir a una disfuncion inmunologica, alérgica cronica, respuestas inflamatorias y mala
salud si ocurren de forma continua a lo largo del tiempo. Esta es un drea que debe
investigarse de inmediato.”

M. Solano Vérez y J. Sdiz Ipifia (2010): Efectos biologicos del campo electromagnético:
concluyen que el sistema inmunolégico no parece verse afectado por niveles bajos de ELF, si
bien reconocen que, ante la presencia de un campo magnético externo, se redistribuyen las
cargas eléctricas en una célula.
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E. Alonso Fustel, B. Garcia Vazquez y C. Onaindia Olade (2012): Campos electromagnéticos
y efectos en Ila salud: afirman que los datos son muy variados y de dificil sintesis. Respecto
a los efectos generales se ha encontrado en ratones un efecto sobre el incremento de células
progenitoras hematopoyéticas, aunque el mismo depende de la temperatura y de otros
factores ambientales. Plantean que se ha demostrado la existencia de algun efecto en las
células T de los conejos, pero no efectos en linfocitos B de ratones. Respecto a otros sintomas
se ha indicado un incremento en la produccién de serotonina en las células de la piel en
ratas. Reconocen que, de todos modos, existe controversia entre lo publicado respecto a los
efectos citogénicos. Este trabajo es importante porque los autores efectuaron una revisién
de articulos sobre interaccion entre CEM y sistema inmune desde 1990 a 2003, en la que se
encontré que los articulos con informes negativos (reportaban efectos patolégicos de los
CEM) fueron el 58%, los positivos el 23% y los no concluyentes el 19%.

F. Guerriero y G. Ricevutti (2016): Extremely low frequency electromagnetic fields
stimulation modulates autoimmunity and immune responses: a possible immuno-
modulatory therapeutic effect in neurodegenerative diseases: plantean que cada vez hay
mas pruebas que demuestran que la estimulacién de campos electromagnéticos de
frecuencia extremadamente baja (ELF-EMF) puede ejercer una determinada accién sobre la
autoinmunidad y las células inmunes. Pero consideran que esto presenta la posibilidad de
la utilizacién de las ELF-EMF con fines terapéuticos, dado que, en el pasado, la eficacia de
los ELF-EMF pulsados para aliviar los sintomas y la progresién de la esclerosis multiple se
ha visto respaldada por su accion sobre la neurotransmision y los mecanismos
autoinmunitarios responsables de la desmielinizacién.

De acuerdo con los autores, con respecto al sistema inmunolégico, la exposicion a ELF-EMF
contribuye a una activacion general de los macréfagos, lo que resulta en cambios de
autoinmunidad y varias reacciones inmunoldgicas, como el aumento de la formacién de
especies reactivas de oxigeno, de la actividad fagocitica y de la produccién de quimiocinas.
Agregamos nosotros que el incremento en las especies reactivas del oxigeno (ROS) es un
factor de riesgo importante, que establece cierta similitud entre la acciéon organica de las
radiaciones ionizantes y las no-ionizantes.

Regresando a los autores del trabajo, estudian los datos que respaldan el papel de ELF-
EMF en la generacién de respuestas inmunomoduladoras, neuromodulaciéon y posibles
beneficios neuroprotectores. No obstante, consideran que los mecanismos subyacentes de
Iinteraccién entre los campos electromagnéticos y el sistema inmunolégico aun deben
entenderse completamente y necesitan mas estudios a nivel molecular. Por ejemplo,
afirman que la estimulacion cerebral electromagnética transcraneal es una técnica
novedosa no invasiva utilizada recientemente para tratar diferentes trastornos
neurodegenerativos, en particular la enfermedad de Alzheimer. A pesar de su valor
probado, los mecanismos a través de los cuales la estimulacién cerebral con EMF ejerce su
accién beneficiosa sobre la funcién neuronal siguen sin estar claros.

Lei-Zhang et al (2017): 27 T ultra-high static magnetic field changes orientation and
morphology of mitotic spindles in human cells: a partir de trabajos anteriores los autores
conocian que un campo magnético estatico ultra alto cambia la orientacién y la morfologia
de los husos mitéticos en las células humanas. Se conocia también que, en estudios
realizados in vitro, los microtibulos se alinean a lo largo de las lineas de un campo
magnético elevado, efecto que es consecuencia de las propiedades de anisotropia
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diagmagnética de los microtubulos; es decir, que presentan en su estructura diferentes
valores de diamagnetismo en una u otra direccién dentro de la estructura del microtibulo.
Sin embargo, no se habia probado experimentalmente si el huso mitético en células de
mamiferos puede alinearse mediante un campo magnético. En particular, nunca se habian
informado los efectos biolégicos de campos magnéticos estaticos (SMF) por encima de 20 T
en células de mamiferos. Los autores encontraron que el huso mitético se alinea con el
campo magnético exterior en un SMF de 27 T. Encontraron también que tanto la
orientacién de los cromosomas como la morfologia del huso se vieron perturbadas. Este es el
primer estudio informado que investigé las respuestas celulares de los mamiferos a un
campo magnético ultra alto de mas de 20 T. No solo encontraron que un campo magnético
ultra alto puede cambiar la orientacion y morfologia de los husos mitéticos, sino que
también proporcionaron una herramienta para investigar el papel de la orientacién y la
perturbacion del huso en la biologia del desarrollo y del cancer.

M. Rosado et al (2018): Inmune-modulating perspectives for low frecuency electromagnetic
fields in innate immunity: plantean que, en los ultimos anos, los efectos de los campos
electromagnéticos (CEM) sobre el sistema inmunolégico han recibié un interés considerable,
no solo para investigar el posible impacto negativo en la salud sino también para explorar
la posibilidad de modular favorablemente las respuestas inmunes. Para generar respuestas
beneficiosas, el sistema inmunologico debe erradicar los patbégenos "respetando" el
organismo y al mismo tiempo tolerar antigenos irrelevantes. Segin la opinién actual, las
moléculas asociadas a danos liberadas por células infectadas o lesionadas, o secretadas por
las células inmunes. generan sefiales de peligro que activan una respuesta inmunitaria.
Estas senales también son relevantes para la activacién posterior de los mecanismos
homeostaticos que controlan la respuesta inmune en reacciones pro o antiinflamatorias,
una caracteristica que permite la modulacién por tratamientos terapéuticos. Este trabajo es
una revisién en la que se discuten los efectos de campos de frecuencia extremadamente baja
(ELF) y campos electromagnéticos pulsados. Al discutir los efectos moduladores sobre las
funciones celulares de los campos electromagnéticos, prevén el uso de los mismos como
agentes terapéuticos para regular las respuestas inmunitarias asociadas con la
cicatrizacion de heridas.

Comision Iberoamericana de Proteccion Radiolégica de Campos Electromagnéticos
(CIPRACEM), Federacién de Radioproteccién de America Latina y el Caribe (FRALC) y
Asociacién Internacional de Proteccién Radiolégica (IRPA) (2021): La Proteccién
Radiolégica de los Campos Electromagnéticos (CEM) - Guia Informativa para la aplicacién
de los 3 Principios Fundamentales de Radioproteccién por parte de organismos y
autoridades regulatorias: presenta un apartado titulado “La disminucién de las defensas
naturales del organismo por los efectos que producen los CEM al sistema inmune”. Al igual
que los primeros trabajos que hemos analizado, consideran que existe un primer fenémeno
sobre las defensas que se produce por la apertura de los canales de calcio localizados en la
membrana celular, lo que determina el ingreso descontrolado de iones de calcio al interior
de las células. produciendo inicialmente la sintesis de 6xido nitrico y luego un conjunto de
reacciones que incluyen la produccion de peroxinitrito y radicales libres, que determinan
finalmente “la inhibicién de la calcineurina”, siendo esta ultima una enzima esencial para
la produccion y diferenciacién de las células T. Esto determina un aumento de los riesgos
inherentes a las infecciones y por ende mayor nimero de muertes por la imposibilidad de
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utilizar las defensas naturales. Afirman textualmente que: “esta situacién en el caso de una
pandemia es doblemente grave”.

Asimismo, los CEM provocan un aumento de la permeabilidad de la membrana hemato-
encefalica, disminuyendo su funcién de proteccién al ingreso de toxinas, macromoléculas,
virus y bacterias, lo que expone a las neuronas a dafios que han sido cuantificados en
diversas experiencias con animales de laboratorio.

Concluyen que se debe sefialar que estos dos procesos: apertura de los canales de calcio y
aumento de la permeabilidad de la membrana hemato-encefalica, ocurren a valores de dosis
100 veces inferiores a los limites establecidos, razén por la cual consideran conveniente
disminuir los limites actuales a valores 100 veces inferiores.

En relacién con nuestro sistema inmune y las infecciones, mencionan el trabajo de Taheri et
al, quienes demostraron que la exposicién a la radiacién de teléfonos moéviles y de wifi
determina que dos bacterias, la Listeria monocytogenes y la FEscherichia coli, se hacen
resistentes a diferentes antibiéticos. Considerando que la listeriosis es una enfermedad
mortal con sintomas de aborto, septicemia y meningitis, recalcan que este es un hecho que
debe ser tenido en cuenta.

A modo de conclusién:

El hecho de considerar las células de los seres vivos en general, y de los seres humanos en
particular, como pequenios imanes susceptibles de experimentar efectos electromagnéticos
reconoce una ya larga historia, pues se remonta a la tesis de Angel Gallardo, en la que
interpret6 la mitosis como un resultado de polarizaciones eléctricas y el establecimiento de
un “campo de fuerza cariocinético” a nivel celular. Si bien estos conceptos seminales se
encuentran hoy abandonados, el desarrollo tecnolégico experimentado en las tultimas
décadas ha vuelto a llamar la atencién sobre la posibilidad de que las células puedan ser
afectadas por los campos electromagnéticos. En realidad, ni siquiera debemos restringirnos
a la época actual, con el auge de las comunicaciones inaldmbricas y el wifi, que ha
incrementado la inmisién (dosis total de RNI recibida por un ser humano individual o por
una poblacién, obtenida sumando la contribucién de todas las fuentes de irradiacién) en
forma significativa: vimos que ya hacia 1980 se habian publicado numerosos trabajos al
respecto.

Las radiaciones no-ionizantes podrian tener efectos, de distinta naturaleza y de distinto
grado, sobre varios de los érganos y sistemas del cuerpo humano. En este trabajo nos hemos
limitado a considerar los posibles efectos sobre el sistema inmunolégico.

La complejidad de dicho sistema torna imposible obtener siquiera una aproximacién a la
respuesta; por ello nos hemos limitado a resefiar algunos trabajos importantes sobre la
cuestion. Del andlisis de los mismos surge que:

e el numero mayor de estudios realizados hasta ahora refiere a las RNI de muy baja
frecuencia, habiéndose estudiado en menor medida la accién organica de las micro-
ondas y otras RNI de frecuencia superior a 300 Hz. También hemos encontrado un
numero relativamente apreciable de estudios sobre los campos magnéticos estaticos.

e los trabajos consultados, si bien nunca son concluyentes, tienden a considerar que
las RNI a nivel celular actiian generando la apertura de los canales que permiten el
flujo de iones de calcio hacia el interior de las células.
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e como resultado de esto, la accién téxica de las RNI estaria mediada por la formacién
de radicales libres oxidantes; mas exactamente, de especies reactivas del oxigeno
(ROS). Por lo tanto, la accién de las RNI podria presentar similitudes con la de las
radiaciones ionizantes, de las que ya se conoce que su toxicidad resulta de la
formacién de ROS. Esto podria ampliar notablemente la aplicacion de la Teoria de
Gerschman, ya aceptada para las RI, al campo de las RNI.

e aceptando la accién de las RNI sobre el sistema inmunolégico, algunos trabajos han
propuesto utilizarlas con fines terapéuticos, debido a la posibilidad de que las RNI
sirvan como “moduladoras” de dicho sistema.

La problematica, sin embargo, continia abierta. Por ello, podemos cerrar este trabajo con
tres preguntas:

(Afectan realmente las RNI al sistema inmunolégico humano?

Si la respuesta es afirmativa, /jcudles son exactamente los procesos mediadores de tal
actuacion?

,Qué medidas deberian tomarse para proteger a un grado razonable a la poblacién de tales
efectos, sin menoscabo del desarrollo tecnolégico de nuestra civilizacién?
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¢QUE HACEMOS CON LOS PRIONES ?
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Resumen: se exponen las caracteristicas principales de los priones y su potencialidad
patolégica en el hombre, los animales y las plantas. Se discute su prevencién y eventual
neutralizacién.

Palabras clave : priones; PrPn; PrPsc; neurodegeneracion; Alzheimer.

Summary: the medical and biological importance of prion proteins are exposed; their
prevention and critical neutralization are discussed.

Key words: prion proteins; neurological diseases; Alzheimer.
Introduccién.

La primera evidencia escrita de lo que se conoce como enfermedades causadas por los
priones la realizé6 McGowan en 1922, con su descripcién de “la tremblante” (del francés, la
tembladera) en ovejas, luego llamada "scrapie" o tembladera ovina, y que se describié como
una enfermedad infecciosa, transmisible y con larga incubacién (Cuille y Chelle, 1936).

Se adjudicaron a Creutzfeldt y a Jakob las primeras descripciones de esta enfermedad
neurodegenerativa en los humanos: enfermedad de Creutzfeldt- Jakob o CJD (Creutzfeldt,
1920; Jakob, 1921a; Jakob, 1921b; Jakob, 1921c).

La enfermedad presentaba una degeneracién extensa, pero localizada de la sustancia gris,
con alteraciones neuronales difusas, astrogliosis , degeneracién vacuolar en el cortex
cerebral, con proliferacion astrocitica y degeneraciéon neuronal. En 1957, se describié una
enfermedad encefalica vinculada al canibalismo ritual realizado en Paptia, Nueva Guinea,
a la que bautizaron como "kuru" (escalofrio), sin que tuviera causa ni terapéutica eficaz
(Gajdusek y Zigas, 1957).

La relacién existente entre las enfermedades del kuru, CJD y scrapie y su naturaleza
“infecciosa” no tardaria en ser demostrada. Mientras que en 1959, el veterinario americano
Hadlow puso de manifiesto las similitudes clinicas y neuropatoldgicas existentes entre el
kuru y el scrapie, algin tiempo después, Gajdusek comprob6é que el kuru presentaba
aspectos comunes con la CJD.

La incognita a resolver en anos sucesivos fue descubrir la naturaleza del agente

responsable de estas enfermedades, invisible a los métodos de detecciéon. Durante afios se
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hablé de las '"infecciones lentas", concepto propuesto en 1953, por Sigurdsson y
colaboradores, a partir de su experiencia en el estudio de 2 enfermedades ovinas, maedi y
scrapie (Sigurdsson et al., 1953).

Sin embargo, el hecho de que nunca se aislé ningin virus, asi como la ausencia de una
respuesta inmune frente al extrafio agente, cambié el concepto con respecto a estas
enfermedades.

Los experimentos realizados por Alper y colab., contribuyeron decisivamente a dicho
cambio. Este grupo prob6 mediante técnicas radiolégicas, que la infectividad del scrapie
resultaba resistente a la inactivacién mediante radiacién ultravioleta e ionizante (Alper et
al., 1966; Alper et al.,, 1967). Por su parte Griffith, en 1967, postulé que el agente
transmisible podria ser una proteina, lo cual fue tomado con escepticismo por parte de la
comunidad cientifica del momento (Griffith, 1967). En 1982, Prusiner resucité la idea de
Griffith, y postulé la hipétesis de “solo proteina”, acufiando por primera vez el término
“prién ” (del inglés, proteinaceous infectious particle) para definir a las particulas proteicas
“infecciosas” resistentes a la inactivacién mediante métodos que alteran acidos nucleicos,
hipétesis por la que fue distinguido con el Premio Nobel de Medicina en 1997.

La hipétesis proponia que el material “infeccioso” estaba compuesto exclusivamente por una
proteina capaz de auto-replicarse en ausencia de 4cido nucleico (Prusiner, 1982; Prusiner et
al., 1998). El aislamiento a partir de material “infeccioso” de una proteina resistente a
proteasas, demostr6 por primera vez que el agente “infeccioso” correspondia con una
isoforma patégena (PrPsc) de una proteina celular apatégena (PrPn), bautizada con el
nombre de prién (Bolton et al., 1982).

Actualmente los priones constituyen las tnicas particulas biolégicas que contradicen el
gran Dogma Central de la Biologia enunciado por J. Monod en 1970:"La secuencia de
aminodcidos o estructura primaria de la proteina determina de manera univoca el
plegamiento de la proteina para adoptar su estructura terciaria. Es decir, entre las miles
de configuraciones tridimensionales en principio posibles, solo se adopta una.”
A pesar de que la tembladera ovina causada por priones fue descubierta hace mas de 200
anos, y que se describi6 en la literatura hace casi un siglo, no ha sido hasta 1985 cuando
hubo una gran alarma en torno a estas enfermedades. La causa fue la deteccion en Gran
Bretafia de una enfermedad en el ganado bovino cuya manifestacién clinica consistia en
una afeccién nerviosa acompariada de un comportamiento agresivo y ansioso en los
animales. Fue denominada encefalopatia espongiforme bovina (EEB) o “mal de las vacas
locas”. El andlisis anatomopatoldgico del encéfalo mostré un patrén de lesiones muy
semejante al descrito en la tembladera ovina. Desde entonces, se han diagnosticado mas de
200.000 casos en el mundo (Anderson et al., 1996). La situacién provocé una gran alarma
social no sélo por las pérdidas econdémicas sufridas por los ganaderos, sino por la aparicién
en el hombre de una variante de encefalopatia espongiforme, conocida como la nueva
variante de Creutzfeldt-Jakob (nvCJD), y su vinculacién al consumo de carnes procedentes
de ganado vacuno afectado por EEB (Bruce et al., 1997; Prusiner, 1997). Desde entonces,
los gobiernos de los paises afectados han destinado grandes sumas al desarrollo de los
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métodos de diagnéstico e investigacién de las encefalopatias espongiformes transmisibles

(EETSs).
Patogenia.

La principal caracteristica de este grupo de enfermedades es la acumulacion en el cerebro
de una isoforma patégena del prién (PrPsc), proteina que en su estructura normal (PrPn o
proteina del prién celular), se encuentra expresada en la membrana celular de forma
constitutiva (Prusiner, 1991). Aunque las 2 isoformas son idénticas en su secuencia
primaria, la PrPsc puede distinguirse de la PrPn por sus diferentes propiedades
bioquimicas y biofisicas, como la formacién de agregados en presencia de detergentes y la
resistencia a la hidrélisis por enzimas proteoliticas (Pan et al., 1993). La aparicién y
acumulacién de la isoforma patdgena es debida a un proceso postraduccional sobre la
proteina celular como consecuencia de su probable interaccién con PrPsc (Gabizon y
Prusiner, 1990). Si bien, los mecanismos moleculares de este proceso llamado
transformacién, no son totalmente conocidos, inicamente parecen implicar cambios en la
conformacién de la proteina (Borchelt et al., 1990). Asi, para la produccién de proteina
infectiva es necesaria la presencia de la isoforma celular, capaz de ser transformada. El
hecho de que los ratones PrPKO (del inglés knock out, ratones en que el gen codificante
para la PrPn habia sido inactivado), fueran resistentes a la enfermedad tras la inoculacién
intracraneal con priones infecciosos, demostré definitivamente esta teoria (Bueler et al.,
1993).

La susceptibilidad a la infeccién se pudo restablecer simplemente reintegrando en su
genoma el gen de la proteina del prién (Fischer et al., 1996).

A pesar del escepticismo inicial, las nuevas evidencias presentadas en los ultimos anos
consolidan la teoria de “la proteina sola”, como la mas légica para explicar la patogenia de
las EETs. Por un lado, se demostr6 la capacidad de reproducir la enfermedad mediante la
inoculacién intracraneal de fibras amiloides sintéticas de prién (Legname et al., 2004). Por
otro lado, se consiguié amplificar in vitro el material infeccioso mediante la técnica de la
PMCA (del inglés, cyclic amplification of protein misfolding), material que es infectivo tras
la inoculacién experimental en ratones (Soto et al., 2005). Las EETs son un grupo de
enfermedades degenerativas del sistema nervioso central (SNC) que afectan tanto al
hombre como a varios animales. Exhiben muchas similitudes con otras enfermedades
neurodegenerativas como son el Alzheimer, la enfermedad de Huntington y el Parkinson,
en las que el agente causal es una proteina del organismo cuyo plegamiento es anémalo,
pero difieren de éstas en que las EETs son de caracter “infeccioso” y transmisible entre
diferentes especies. Si bien resulta necesario realizar estudios para ratificar la naturaleza
infecciosa del Alzheimer, recientemente se ha descrito el caracter “infeccioso” del péptido
amiloide (Meyer-Luehmann et al., 2006). Las EETs se caracterizan por la ausencia de
lesiones macroscépicas, siendo las microscépicas, bilaterales, de distribucién difusa, no
inflamatorias y afectando exclusivamente al SNC. Asi, para diagnosticar una EETs se
encontrara: degeneracidon espongiforme del tejido con la presencia de vacuolas, gliosis,
degeneracion y muerte neuronal y depoésitos del PrPsc en el citoplasma neuronal. Las EETs
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se presentardn como: 1) enfermedades con un origen genético, 2): enfermedades
transmitidas por una infeccién exégena y 3): como enfermedades esporddicas. En el ser
humano, las EETSs reciben diversos nombres segtiin los sintomas y signos clinicos presentes.
Asi, la enfermedad causada por priones con mayor incidencia en los humanos, la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD), tiene varios origenes: esporadico, familiar o
latrogénico. Mientras que la esporadica supone el 85% de los casos, la 1atrogénica
unicamente afecta al 1% del total. Ademas del CJD, existen otros tipos de EETs, algunas
con un origen “infeccioso”, como el kuru y la nueva variante de Creutzfeldt-Jakob (nvCJD),
y otras con un origen genético, como el Insomnio Familiar Fatal (IFF) y la enfermedad de
Gerstmann-Strassler-Scheiker (GSS) (Prusiner, 1997). El 15% de las enfermedades
causadas por priones se deben a mutaciones germinales en el gen que codifica para la PrPn
(CJD familiar, GSS e IFF) (Collinge, 2001; Wadsworth et al., 2003).

Los sintomas de la ECJ incluyen : demencia que empeora rapidamente en el transcurso de
unas pocas semanas o meses; visidon borrosa; cambios en la marcha; confusién o
desorientacién, alucinaciones (auditivas o visuales); falta de coordinacién; rigidez muscular,
fasciculaciones; sensaciones de estar nervioso o sobresaltado; cambios de personalidad;
somnolencia; convulsiones o movimientos espasmaédicos repentinos y dificultad para hablar.

La ECJ iatrogénica se transmite a través de una transfusion de hemoderivados, un
trasplante o instrumentos quirdrgicos contaminados. La vECdJ es causada por comer carne
infectada. Se cree que la “infeccién” que causa la enfermedad en las vacas locas es la misma
que ocasiona la vECJ en los humanos. La vECJ ocasiona menos del 1% de todos los casos
de ECJ y afecta a personas jovenes. Menos de 200 personas en todo el mundo han tenido
esta enfermedad, sufrida en Inglaterra y Francia. La ECJ estaria relacionada con la
enfermedad consuntiva crénica de los venados.

Enfermedades por mutaciones pridnicas.

Los casos de CJD familiar, GSS e IFF son los 3 fenotipos principales de enfermedades por
priones que contienen mutaciones en el gen que codifica para la proteina del prién humano
(PrPn), localizado en el cromosoma 20 (Prusiner, 2001).

Se describieron 50 mutaciones que afectan a este gen, pero el 95% de ellas estan asociadas,
a la inserciéon de 5 6 6 octapéptidos repetidos o bien a mutaciones puntuales en los codones
102, 178, 200 6 210 (Capellari et al., 2005). Adicionalmente, la susceptibilidad a la
enfermedad y/o en el fenotipo de enfermedad se ve afectado por el polimorfismo existente
en el codén 129 del PrPn, que permite la presencia de una valina o de una metionina
(Collinge et al., 1991; Lee et al., 2001; Mead et al., 2003; Palmer et al., 1991). Asi, la
mutacién D178N (Asp—Gln) con una metionina en posicién 129 resulta en Insomnio
Familiar Fatal (Goldfarb et al., 1992), mientras que la misma mutacién con una valina en
posicién 129 resulta en un CJD familiar (Goldfarb et al., 1991b).
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La patogenicidad de las moléculas del prién mutadas, se debe a un plegamiento anormal de
la proteina, en este caso como consecuencia de la pérdida de puentes de hidrégeno y puentes
disulfuro necesarios para mantener la estructura natural de la proteina del prién “normal”
(PrPn) (Riek et al., 1998). En funcién del lugar en que se produce la mutacién, la
desestabilizacién de la PrPn resulta diferente, aunque andémala en todos los casos. Asi, la
mutacién Al 17V (GSS) desestabiliza la conformacién de hélice de la proteina del prién
“normal” (PrPn) en las posiciones 106 a 126, dando lugar a una proteina anémala y
patogénica (Frauenfelder et al., 1991). Enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker

(GSS)

La primera se detect6 en 1928 en una familia austriaca cuyos miembros presentaban
ataxia cerebelar de progresiéon lenta acompanada de pérdidas cognitivas paulatinas.
(Gerstmann, 1928; Gerstmann et al., 1936). Los casos de GSS se caracterizan por una
progresién en los signos cerebelares, degeneracién espongiforme de la materia gris y
depoésitos de placas amiloides.

La mutacién afecta al codén 102 de la PrPn, y, transforma una prolina en una leucina
(P102L) (Dohura et al., 1989; Goldgaber et al., 1989; Hsiao et al., 1989), aunque otras
mutaciones se dan con frecuencia en determinados grupos étnicos (Yamada et al., 1993).
Ocasionalmente, se presenta la mutaciéon que afecta al codén 117 de la PrPn, y, transforma
una alanina en una valina (Al 17V) (Mastrianni et al., 1995). Existen, casos de GSS
esporadicos, no asociados a ninguna mutacién en el gen de la PrPn, que son menos
frecuentes (Liberski et al., 1998).

Insomnio Familiar Fatal (IFF).

Fue descrito por primera vez en una familia italiana en 1986 (Lugaresi et al., 1986), pero no
fue hasta 1992 cuando esta enfermedad se incluyé dentro del grupo de enfermedades
causadas por priones (Medori et al.,, 1992). Se caracteriza por una desorganizacién
completa en los patrones del suefio, hiperactividad simpatica y anormalidades endocrinas.
Presenta una mutaciéon del gen en la posicién 178, dando lugar a la sustitucién del
aminoacido aspéartico por una asparagina (D178N). La descripcién de esta mutacién
asociada al IFF desperté un gran escepticismo dado que la misma habia sido descrita
previamente como propia del CJD familiar (Goldfarb et al., 1991b). La solucién a este
conflicto no tardod en llegar, y, en 1992, Goldfarb describié que ello se debia al polimorfismo
del coddn 129: que en el IFF se asocia a la mutacién D178N, Met 129 mientras que en la
CJD va asociado a la mutacién D178N con la Val en posicién 129 (Goldfarb et al., 1992).

CJD familiar.

Los casos de CJD sufren una progresion subaguda de demencia, signos motores y
degeneracién esponjosa de la sustancia gris cerebral, acompaiados de la formacién de
placas amiloides. Los pacientes con CJD familiar presentan un numero variable de
inserciones de octapéptidos repetidos en la regién N-terminal de la proteina o bien
mutaciones puntuales en la misma. La mutaciéon E200K, afecta al codén 200 de la PrPn,
transforma un glutdmico en una lisina, y es la de mayor incidencia. (Goldfarb et al., 1991a).
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La proteina del prion celular: PrPn

La proteina del prién celular o PrPn es una sialo-glicoproteina anclada en la membrana
plasmatica por una molécula de glico-fosfatidilinositol (GPI) (Caughey and Raymond, 1991;
Stahl et al., 1987) y asociada a microdominios ricos en colesterol y esfingolipidos insolubles
en los detergentes (Kooyman et al., 1998). Est4 constituida por una cadena polipeptidica
de 250 aminodcidos (Prusiner, 1993), y su peso molecular oscila entre 33 y 35 KDa,
dependiendo del grado de glicosilacién. (Harris, 1999a; Harris, 1999b). La PrPn estd
codificada por un gen de copia Unica localizado en el brazo corto del cromosoma 20 del
hombre, en el cromosoma 2 del ratén y en el cromosoma 13 de la vaca. La secuencia
genética del mismo esta altamente conservada en los mamiferos, la homologia aminoacidica
se encuentra entre un 80-90%. El gen se expresa de manera constitutiva en todos los
tejidos, siendo su expresiéon mds elevada en el tejido nervioso, como cerebro, cerebelo,
médula e hipotdlamo. (Chesebro et al., 1985). Aln hoy no se ha definido claramente las
funciones concretas de la PrPn, pero esta implicada en el metabolismo del cobre en las
neuronas (Brown et al., 1997; Bums et al., 2003; Jobling et al., 2001), en fenémenos de
transmisién sindptica (Collinge et al., 1994; Herms et al., 1999), y, también se le atribuye
una funcién neuroprotectora (Lasmezas, 2003). La proteina del prién celular esta
constituida por 253 aminoacidos en el hombre, 254 en el ratén y hamster y por 256 en la
vaca. En la estructura primaria de la PrPn (siempre el humano) se pueden diferenciar 5
regiones: region 1-22: comprende el péptido senal que dirige a la proteina hacia el reticulo
endoplasmico rugoso donde sera escindida, antes de su transporte a través del aparato de
Golgi; region 23-91: donde se encuentran una serie de octapéptidos ricos en glicina y prolina
muy conservados entre las diferentes especies que son capaces de unir cobre y zinc
(Lehmann, 2002). Posibles inserciones o deleciones en esta zona se asocian a enfermedades
familiares en humanos; regién 92-135: es hidrofobica, altamente conservada, y que es
crucial en la conversién de PrPn a PrPsc. (Wegner et al., 2002). La regién 136-231: en las
posiciones 181 y 197 en que se encuentran 2 asparticos, existen 2 sitios de N-glicosilacién
(Endo et al., 1989; Haraguchi et al., 1989) que permiten la incorporacién de azicares,
responsables de las 3 formas caracteristicas de esta proteina, como no glicosilada (5%),
monoglicosilada (25%) y biglicosilada (70%). Dos cisteinas en las posiciones 179 y 214
permiten la formacién de un puente disulfuro intracatenario (Welker et al., 2002). En la
posicién 231 existe una serina capaz de unirse al grupo glico-fosfatidilinositol (GPI)
responsable del anclaje de la proteina a la membrana celular (Stahl et al., 1987). La regién
232-253: es una regién C-terminal hidrofébica que actiia como péptido sefial para el anclaje
del grupo GPIL, y, que es degradada durante la maduracién de la proteina (Stahl et al.,
1987). La estructura secundaria de la proteina del prién celular estd compuesta por un
42% de a-hélice y un 3% de lamina p, detectado por medio de la difraccién infraroja
transformada de Fourier (Pan et al., 1993). La estructura terciaria consiste en 3 a-hélices
que conforman un nucleo ordenado en el extremo carboxilo terminal de la molécula y una
zona amino terminal desestructurada y flexible (Zhang et al., 2000).

Estado actual de la situacidon.

109



Los priones son proteinas extrafias al organismo que NO son agentes infecciosos, es decir,
NO son ni bacterias, ni hongos, ni parasitos, y menos atun virus. El primer hallazgo que
desconcert6 a los investigadores fue que NO estaba presente ningun acido nucleico, ni ADN
ni ARN, ni tampoco bases nitrogenadas o estructuras quimicas, que, ante ciertos estimulos
ambientales o celulares, pudieran dar origen a un pequefo acido nucleico de estructura no
convencional o incompleta (llamado por algunos autores como virino), rodeado por una
envoltura de proteinas de la célula huésped, que le conferirian su resistencia a los agentes
que desnaturalizan o modifican a los acidos nucleicos habitualmente. Esta especulacién atn
no ha sido probada. Lo que si esta probado, es que muchas células de nuestro organismo
poseen una glicoproteina natural, citoplasmatica, estructural, y no relacionada con ningin
proceso patoldgico o cascada metabdlica, que fue bautizada como proteina priénica o PrPn,
que puede convertirse en patogénica cuando un factor exégeno le modifica su estructura
conformacional secundaria conduciéndola a un incorrecto plegamiento (8) de su estructura
terciaria (PrPsc), que, a su vez es autorreproducible y engendra fibrillas y placas de
amiloide vinculadas con muchas enfermedades animales (encefalopatia espongiforme
bovina o EBB o enfermedad de las vacas locas), y humanas o enfermedad de Creutzfeld-
Jakob (ECJ). Stanley B. Prusiner, en 1982, sefal6 que las EBB son afecciones de lento
desarrollo del sistema nervioso central que se caracterizan por la degeneracién progresiva
de la sustancia gris. En los animales, describid el scrapie, la encefalopatia transmisible del
vison, la EBB y la enfermedad con consuncién crénica del cariact y el alce en cautiverio.
Las modificaciones histopatologicas relevantes son: la pérdida neuronal, la proliferacién e
hipertrofia de los astrocitos, la vacuolizaciéon neuronal y la escasa respuesta inflamatoria.
La coexistencia de pequenas y frecuentes vacuolas en el tejido nervioso configuran el
“cambio espongiforme” mientras que si las vacuolas son escasas y grandes constituyen un
“estado esponjoso”’. Estas encefalopatias son transmisibles con un periodo de incubacién
muy prolongado, un curso crénico e inexorablemente fatal. La resistencia a los tratamientos
fisicos y quimicos que, habitualmente inactivan a los virus, y la carencia de una respuesta
Inmune especifica en estas enfermedades, lleva a profundizar ciertas lineas de investigacién
que posibiliten proteger a la PrPn natural del efecto deletéreo de la PrPsc. Merz en 1981,
describié las “fibrillas asociadas con el scrapie”, y con técnicas de purificacién del tejido
cerebral de animales con scrapie pudo aislar una proteina entre 27 y 30 kDa, que bautizé
PrPn 27-30, y caracteriz6 como una sialoglicoproteina asociada a las membranas celulares,
resistente a la proteinasa K. Esta proteina forma una proteina mas grande (PrPn 33-35), y
se polimeriza en bastones amiloides. El gen que codifica para PrPn 27-30 se halla en
cerebros de animales normales, no se polimeriza y es degradada por la proteinasa K. Un
error postranscripcional podria generar cambios en las propiedades fisicoquimicas de la
PrPn 27-30, que alteren su procesamiento intracelular. La PrPn posee una estructura
helicoidal del tipo a, con 4 regiones globulares, sensible a las proteasas, es una proteina
monomérica con mondémeros estables que poseen resistencia normal y es soluble a los
detergentes. Por su parte, la PrPsc es una proteina plana con una estructura laminar B,
resistente a las proteasas, que compone agregados proteicos, con monémeros poco estables
que forman agregados amiloides, con resistencia notable a la radiacién y a los disolventes
fuertes, pero es insoluble ante la actividad de los detergentes. Se destaca que las
investigaciones determinaron que ambas proteinas priénicas poseen la misma secuencia de
aminoacidos pues en el fondo derivan del mismo gen. De tal manera, una proteina globular
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(PrPn) con una conformacién espacial del tipo a-hélice del citoplasma neuronal normal
entra en contacto con una proteina PrPsc que le induce modificaciones espaciales del tipo B-
hélice, con una forma de plegamiento inadecuado y perjudicial para la vida celular, ya que
no puede ser degradada con lo cual facilita la formacién de acimulos intracitoplasmaticos
insolubles de aspecto amiloide, que llevan al mal funcionamiento celular, y, como estos
acumulos se autorreproducen, la muerte celular es inevitable. El mecanismo por el cual
ocurre este plegamiento es poco conocido aunque se especula con la participaciéon de varios
aminoacidos en su génesis. Asi, los radicales -SH presentes en la forma a se
intercambiarian con cisteinas formando puentes disulfuro, y un cambio conformacional del
tipo B. En este cambio, intervendrian la metionina, la cisteina y la valina. Si bien en el
cerebro es imposible romper estos puentes disulfuro, en el laboratorio es factible lograrlo
con beta-mercaptoetanol y acetilacion con iodoacetato o bien oxidandolos con 4cido
perférmico. Otros autores sostienen que la sustitucién de leucina por prolina, seria la causa
de la desestabilidad de la forma a hacia la forma B.

Como consecuencia de una ingesta “contaminada” (de ahi surgié el paralelismo conceptual
con los agentes infecciosos), en el epitelio intestinal se ubica en las células M, especializadas
en el transporte de macromoléculas y agregados particulados. Luego se incorpora al sistema
fagocitico (macréfagos y leucocitos), que conjuntamente con las células dendriticas y LB
locales, inician una respuesta inmune con la sintesis de un anticuerpo especifico que no
tiene ninguna capacidad para anular la funcionalidad, y asi, como un “inmuno-complejo”
aberrante, se dirige por los vasos linfaticos al bazo y a los ganglios linfaticos adyacentes. Se
discute si su llegada al sistema nervioso central es por la linfa o bien por el propio tejido
nervioso afectado en esta peregrinacién. La muerte neuronal se produce porque las PrPsc
son insolubles y resistentes a las proteasas lisosomales, lo cual conduce a su acumulacion
en los lisosomas que se rompen por la presién endégena de numerosas PrPsc, acidificando el
medio e induciendo la muerte neuronal.

Las enfermedades humanas y animales debidas a los priones pueden ser de 3 clases : a):
formas hereditarias de base genética, homocigotos metionina-valina en el codén 129 del
gen, que inducen el plegamiento erréneo de la PrPn ; b): formas mal llamadas “infecciosas”
donde la PrPn es inducida a transformarse en PrPsc por un agente exterior, que
generalmente ingresa por la via oral-digestiva, y ¢): una forma esporadica que aparece sin
causa aparente, sin base genética ni agente exterior demostrable, y que puede cesar
espontaneamente con un minimo de lesiones cerebrales. En los animales, las enfermedades
pridnicas se caracterizan por incoordinacién de sus movimientos, ceguera y muerte. La mas
conocida es la EBB, que desde 1984, fue causada por la alimentaciéon de bovinos con restos
suplementarios de ovinos y caprinos que habian padecido la enfermedad. La llamada
“tembladera” (prurito lumbar) de ovejas y cabras también se transmite a los vacunos, que, a
su vez la pueden transmitir a los humanos. La preparacién industrial de estos suplementos
dietarios muchas veces no estan adecuadamente supervisados, y la materia prima que se
emplea en su elaboracién dista mucho de ser la que corresponde. Los gatos pueden sufrir
estos procesos cerebrales por sus ingestas “contaminadas”, siendo curiosamente los perros
mas resistentes a ellas.
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El KURU.

Es una enfermedad humana debida a los priones, localizada en Papia (Nueva Guinea), y
que fuera descripta por Gajduzek y Zigas en 1957, luego de muy laboriosas investigaciones
en un ambiente muy hostil y primitivo. Kuru puede ser traducido como temblor por miedo o
por frio, asi como, sonriente sin motivo aparente. Era la causa de muerte mas comun de la
poblacion pudiendo alcanzar hasta el 1% anual de un total de 35.000 personas. Se penso
que era una enfermedad degenerativa de causa desconocida, hasta que en 1959, Hadlow
observé las notables similitudes entre el kuru y el scrapie, una enfermedad “infecciosa” de
las ovejas. Gajduzek, en 1966, estudid la transmisién del kuru a los primates, inoculandolos
con restos cerebrales y logr6 el primer kuru no humano y devel6 un misterio que podia ser
remediado. El kuru sélo enferma a los miembros del grupo linglistico Fore en Nueva
Guinea. Era una enfermedad desconocida antes del canibalismo ritual. Los nifios y las
mujeres de ambos sexos eran muy afectados. La preparacién del cadaver para el ritual y la
ingestién de trozos de cerebro para conservar el espiritu del fallecido debian facilitar la
incorporacion de priones que, luego con los meses o afnos darian lugar a la enfermedad.
Curiosamente, las embarazadas no producian transmisién transplacentaria.

Sistema inmune y priones.

La acumulacién del agente “infeccioso” en los tejidos linfoides es un requisito fundamental
para el desarrollo de la enfermedad, como fue demostrado por diversos hechos: 1) La
ausencia de placas de Peyer en ratones inoculados oralmente con scrapie impide la
neuroinvasién (Prinz et al., 2003b); b); 2) El desafio intra-peritoneal con scrapie en ratones
esplenectomizados tampoco produce neuroinvasién (Fraser and Dickinson,1970); 3)
Bloquear la acumulacién del agente “infeccioso” en los nédulos linfaticos impide la invasién
del sistema nervioso (Mohan et al., 2005a). El tiempo de permanencia del prién en los
tejidos linfoides y la magnitud de la implicancia de cada uno de ellos puede variar en
funcién del hospedador y de la cepa de prién (Foster et al., 2001; Glatzel et al., 2003;
Jeffrey et al.,2002; Terry et al., 2003; Wadsworth et al., 2001). Como se comenté antes,
para que la PrPsc se acumule en los tejidos linfoides se hace necesario que interaccione con
la proteina celular en las células del sistema inmunitario. Asi, la PrPn se expresa en: 1) los
linfocitos, viéndose implicada en las rutas de sefializacién (Bainbridge and Walker, 2005;
Cashman et al., 1990; Li et al., 2001; Mattel et al., 2004), : 2) en macréfagos, donde la PrPn
seria un marcador de activacién (directo o indirecto) que sufre el macréfago tras una
infeccién (Brown and Besinger, 1998; Hutter et al., 2003), : 3) en células dendriticas donde
la PrPn es capaz de inducir la maduracién de las mismas (McBride, 2005).
Todas las EETs poseen un periodo de incubaciéon muy largo que en los humanos varia
entre los 1,5 y 40 afios (Hilton, 2006). Este periodo de incubacién tan largo se debe a la
ineficiente replicacion del agente infeccioso, que a su vez retarda su acumulaciéon a la
concentracién necesaria para que ocurra la neuroinvasiéon. Existen una serie de pasos
criticos en la patogénesis de las EETs: la entrada del agente “infeccioso” (en el caso de que
este sea su origen), su acumulacién en ciertos tejidos, su replicacién intracelular y su
transporte final al sistema nervioso central donde causa las lesiones. Las células del
sistema inmunolégico han demostrado jugar un papel importante durante este proceso
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(Aucouturier and Camaud, 2002), por un lado amplificando la sefial (permitiendo la
replicacién de PrPsc), y, por otro actuando como “caballo de Troya” transportando el
material infeccioso al SNC, evitando su reconocimiento por parte de las defensas
inmunolégicas del organismo. Tras la ingesta de alimentos contaminados por priones (la
ruta natural de infeccién), estos deben, atravesar el epitelio intestinal para acceder a los
tejidos linfoides, que resultan esenciales para que la infeccién por priones progrese.
Mediante sistemas in vitro, se ha comprobado que el agente causal del scrapie es capaz de
penetrar a través de las células M del epitelio intestinal (Heppner et al., 2001a), via de
entrada de numerosos microorganismos (Neutra et al.,, 1996). A pesar de que son
necesarios estudios in vivo que lo confirmen, la resistencia de ratones con un nimero bajo
de placas de Peyer, (y por tanto de células M), al desafio oral con priones, parece ratificar
esta teoria (Prinz et al.,2003b).

El hecho de que las células M estén especializadas en intemalizar antigenos para su
rapida diseminaciéon hacia otras células, tales como macréfagos, linfocitos y células
dendriticas (CDs), (Neutra , 1996), facilitaria su distribucién por el sistema inmunolégico.
También se postula que para atravesar la barrera intestinal, el prién pudiera utilizar una
via alternativa de entrada con endocitosis dependiente de la ferritina. (Mishra et al., 2004).
El nucleo resistente a proteasas de PrPsc es capaz de formar complejos proteicos asociados
a ferritina, junto con la abundancia de ésta en los alimentos carnicos, apoyan esta teoria.
Mientras que la ruta oral de infeccién es lenta y poco eficaz, la infeccién de priones a través
de escarificaciones en la piel es una ruta de infeccién altamente efectiva (Carp, 1982;
Taylor et al., 1996). Mientras que unos autores defienden el papel de las CDs de la piel en
esta infeccién, otros apuestan por la entrada del agente infeccioso desde la piel a los
nervios periféricos. Esta ultima hipétesis avalaria la velocidad con que se disemina la
PrPsc hasta el sistema nervioso central. Cuando la proteina de prién atraveso el epitelio
intestinal, llegd a una invaginacién intraepitelial de las células M o bolsillo intraepitelial.
Desde alli, el agente “infeccioso” seria transportado por los LB, LT, macréfagos o células
dendriticas de la lamina propia epitelial, hacia los tejidos linfoides donde se hallan las
células dendriticas foliculares (CDFs), que juegan un papel fundamental durante las fases
de replicacién y acumulacién del prién infeccioso. Dado que los linfocitos se localizan en el
“bolsillo” intraepitelial de las células M, no estarian implicados en el transporte del agente
infeccioso tras la exposicidn intra-intestinal, ya que no presentan altos niveles de PrPsc en
ningiin momento durante el transcurso de la enfermedad (Huang et al., 2002). El papel de
los macréfagos resulta controvertido, pues in vitro se ha demostrado que juegan un papel
protectivo, limitando la infectividad de los priones (Carp & Callahan, 1981; Carp &
Callahan, 1982). Esta teoria est4 avalada por el hecho de que tratamientos in vivo con
diclorometileno-bifosfanato (DP), que depleciona temporalmente a los macréfagos, provoca
la rapida acumulacién del prién en los tejidos linfoides tras el desafio oral (Maignien et
al., 2005) o intraperitoneal (Beringue et al., 2000) con el agente infeccioso. No obstante,
este dato no excluye la posibilidad de que el macréfago pudiera ser el transporte o
propagacién en fases mas avanzadas de la enfermedad. Estudios in vitro han demostrado
que la célula dendritica es capaz de degradar el prién mediante cistein proteasas (Luhr et
al., 2004; Luhr et al., 2002; Mohan et al., 2005¢), indicando que, a priori, la CD no seria un
buen candidato del transporte del agente “infeccioso” a los 6rganos linfoides. Sin embargo,
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otros autores demuestran que un subtipo de CD es capaz de captar y retener en su forma
nativa la proteina infecciosa PrPsc (Huang et al., 2002; Mohan et al., 2005c). Este subtipo
celular es Unico de entre las CDs, por su capacidad para migrar dentro de los foliculos de
LB (Wykes et al., 1998), 4rea de los 6rganos linfoides donde se localizan las CDFs (Bemey
et al., 1999; Yu et al.,2002). La capacidad de ciertos péptidos especificos del prién de actuar
como sustancias quimio-atractantes para las CDs, avalan atiin mas el papel de este subset
celular, como transportadores del PrPsc (Kaneider et al., 2005; Kaneider et al.,2003),
incluso porqué no de manera independiente a las células M insertando sus prolongaciones
citoplasmaticas entre las células epiteliales del intestino (Rescigno et al., 2001). Se ha
defendido incluso el papel de las CDs como transportadores directos de PrPsc desde el
intestino a las fibras nerviosas que inervan las placas de Peyer. (Defaweux et al., 2005;
Hosoi et al., 1993). Asi, la transferencia de priones a las terminaciones nerviosas del nervio
esplénico y del nervio vago ocurriria facilmente en la regién suprafolicular, sin que las
CDFs intervinieran en el proceso (Aucouturier , 2001).

Aunque las células dendriticas jugarian un papel en la propagacién de los priones hacia el
sistema nervioso central, no olvidemos su papel fagocitico, por lo que serian protectoras
frente a la infeccién degradando PrPsc, (Luhr et al., 2002), de una manera similar a los
macrofagos. Tras la exposicion inicial al agente “infeccioso” y antes de que tenga lugar la
neuro-invasién, el priéon se acumula en tejidos linfoides: bazo, nédulos linfaticos, tonsilas,
apéndice y placas de Peyer (Eklund, 1967; Hadlow, 1987; Hilton, 1998; Kimberlin and
Walker, 1979; Sigurdson, 1999). Notables experimentos permitieron definir el tipo celular
implicado en la propagacién de los priones de baja densidad (Clarke and Kimberlin, 1984),
de extensa vida media y mitéticamente quiescentes (Fraser and Farquhar, 1987). Las
células de los foliculos linfoides o células dendriticas foliculares (CDF), poseen altos
niveles de expresién de PrPn. También es el caso de los macréfagos y los linfocitos, que han
sido descritos como candidatos responsables de la acumulacion y propagacion del agente
infeccioso (Beekes and McBride, 2000; Jeffrey et al., 2000; van Keulen et al., 1996).
Mediante técnicas de inmuno-histoquimica y microscopia electrénica sobre secciones de
tejido cerebral de varias especies afectadas por EETSs, se ha observado que el agente
“infeccioso” se localiza en las CDF, y en los lisosomas de los macréfagos de cuerpo tingible
dentro de los centros germinales (Brown et al., 1999; McBride et al., 1992; van Keulen et a
1, 1996). Una de las funciones de los macréfagos dentro de los centros germinales es
endocitar los inmuno-complejos atrapados en la superficie de las CDFs. Al igual que las
CDFs, los macréfagos son células radioresistentes (con bajo indice mitético), por lo que, en
principio, podrian estar involucradas en la acumulaciéon de infectividad tras una infeccién
periférica.

Se pudo comprobar experimentalmente que la disminucion de la poblaciéon de macréfagos
incrementaba la acumulacién de PrPsc, y que se reducian significativamente los tiempos de
incubacién en bioensayos de ratén (Beringue et al, 2000). Este hecho sugiere, por un lado,
que el papel de los macrofagos consistiria en la eliminacion de los agregados de PrPsc vy,
por otro, que la degradacién lisosomica de la PrPsc en los macréfagos debe ser un fenémeno
menos eficiente que la trasformacién de PrPn a PrPsc (Brun, 2003). Por tanto, mientras que
las CDF parecen jugar un papel fundamental en la acumulacién temprana y replicacion del

114



prién, el papel principal de los macréfagos seria impedir la acumulaciéon del agente
infeccioso eliminando los agregados de PrPsc. Las CDF's estan en los foliculos primarios
de LB y en los centros germinales de los tejidos linfoides. A diferencia de las células
dendriticas, las CDF son un linaje derivado de precursores no hematopoyéticos (Kapasi,
1993; Shortman and Liu, 2002), y no tienen funciones fagociticas ni migratorias (Imazeki,
1992). Las CDF son capaces de atrapar y retener antigenos en su estado nativo y, debido a
que son células de extensa vida media, pueden retener estos antigenos durante meses e
incluso afios (Mandel, 1980). Dada la asociacién de las CDF y los LB se ha sugerido que las
CDF jugarian un papel relevante durante la generacion de respuestas de anticuerpos, y
mantienen la memoria inmunolégica, aunque también se han asociado a muchas otras
funciones (Haberman and Shlomchik, 2003; Kosco-Vilbois, 2003). En la infeccién con
priones, se demostrd la importancia de este tipo celular en los momentos tempranos de la
infeccion; es decir, en las fases de acumulacion y replicacién del agente “infeccioso”. En
ausencia de CDFs, la neuroinvasién se ve retrasada y la susceptibilidad a la enfermedad
reducida (Mabbott, 2000a; Mabbott, 2003; Mohan, 2005b; Montrasio, 2000). Mediante
estudios in vitro se ha podido confirmar que las CDFs expresan altos niveles de PrPn
(requisito necesario para la replicaciéon del agente “infeccioso”) (Brown, 1999), y que la
PrPsc se acumula en el citoplasma y en los espacios extracelulares de las dendritas
(Jeffrey, 2000). Para mantener a las CDFs en sus diferentes estados de maduracién, son
imprescindibles los estimulos de las citoquinas procedentes de los LB (Mackay and
Browning, 1998), entre los que la linfotoxina de membrana y el factor de necrosis
tumoral (TNF o), juegan un papel fundamental. El bloqueo de ambos receptores provoca la
deplecién temporal de las CDFs (Mackay and Browning, 1998) y reducen la susceptibilidad
a la enfermedad (Mabbott et al., 2000a; Mabbott, 2002; Mabbott, 2003; Mohan, 2005a;
Montrasio, 2000), de un modo parecido a lo que ocurre en ratones carentes de LB (Klein,
1997, Mabbott, 2000b; Prinz, 2002). Demostrada la importancia de las CDFs en la
patogénesis de las EETs, la siguiente cuestién es el modo en que el prién es captado por
este tipo celular. Normalmente, los antigenos captados por la CDFs se encuentran en
forma de inmuno-complejos antigeno-anticuerpo y/o componentes del complemento. Las
CDFs reconocen los inmuno-complejos a través del receptor Fc del anticuerpo y/o a través
de los receptores CRI y CR2 del complemento (Yoshida, 1993). Mientras que deficiencias
en los receptores Fc no afectan a la acumulacién de priones, la ausencia de componentes
del complemento (Clg, C2, C3 y factor B) o la ausencia de receptores de los mismos si
afectan su acumulacién en el bazo (Klein, 2001; Mabbott,2001). Ademds, estudios
preliminares han demostrado que el Clq es capaz de unirse a una proteina prién (Prn).
Existen evidencias que la proteina infecciosa por si misma en un sistema in vivo no resulta
directamente neurotéxica, necesitando de la presencia de la PrPn (los ratones PrPKO no
se infectan), y ademds, no siempre existe una estrecha correlacién entre los depésitos de
PrPsc y la severidad de la enfermedad (Bueler et al., 1994; Collinge et al., 1995; Hill et al.,
2000; Hsiao et al., 1990; Lasmezas et al., 1997; Mallucci et al., 2003; Medori et al., 1992).
Estos datos sugieren que mas que la acumulacién del PrPsc, la clave de la patogénesis de
las EETSs reside en el proceso de conversion de PrPn a PrPsc. Asi pues, cualquier estrategia
terapéutica eficaz frente a las EETs deberia ir dirigida a frenarlo. Finalmente, para validar
una buena terapia o profilaxis resulta fundamental tener en cuenta la cepa de prién de que
se trata, la especie afectada y la ruta de inoculacién del agente “infeccioso”, dado que la
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eficacia de ésta dependera de estas variables. Existen lineas de investigaciéon dirigidas a
generar una terapia efectiva frente al prién. Entre las mas prometedoras, nos encontramos
con la utilizacién de: heptameros de ARN que bloquean la PrPn y consecuente produccién
de PrPsc de novo (Proske et al., 2002; Rhie et al., 2003); sustancias que inhiben las cascadas
de senalizacién intracelular en que la PrPn se ve implicada (Bate et al., 2004; Ertmer et
al., 2004; Nordstrom et al., 2005; Shaked et al., 2003) y sustancias quimicas que interfieren
directa o indirectamente en el proceso de conversion de PrPn a PrPsc. Entre estas
sustancias encontramos el rojo congo (Caughey and Race, 1992), la anfotericina B
(Pocchiari et al., 1987), las antraciclinas (Tagliavini et al., 1997), los polianiones sulfatados
(Caughey and Raymond, 1993), las porfirinas (Priola et al., 2000), las poliaminas
(Supattapone et al., 2001), los péptidos “rompedores” de hojas P (Soto et al., 2000) y la
curcumina (Caughey et al., 2003). Ninguna de estas estrategias ha resultado efectiva para
ser empleada como una terapia anti-prién (Aguzzi and Sigurdson, 2004), muchas resultan
prometedoras como para seguir investigando sobre ellas. Al igual que los ratones
“artificialmente” privados del gen del prién (PrPKO), son resistentes a la enfermedad,
existen “variantes naturales” del prién resistentes a la transformacién infecciosa. Asi, en
ovejas y en humanos han sido descritas 2 mutaciones naturales en el gen que codifica para
la proteina PrP, Q167R y Q218K, respectivamente, que confieren resistencia frente al
scrapie y CJD (Goldmann et al., 1994; Shibuya et al., 1998). La expresién transgénica de
estas mutaciones en ratones los hace resistentes al desafio con priones (Perrier et al.,
2002).

Se estd estudiando la posibilidad de seleccionar animales (ovejas y vacas) genéticamente
resistentes a la enfermedad para evitar futuras epidemias. La aplicabilidad de estas
mutaciones en protocolos de terapia génica se ha barajado como posible herramienta para
luchar contra las enfermedades causadas por priones. Uno de los resultados mas
esperanzadores en este aspecto procede de experimentos de bloqueo de la PrPn y la
consecuente imposibilidad de ser transformada. En 1973, Porter describié las
enfermedades producidas por priones como enfermedades que cursaban sin una respuesta
inmunolégica humoral detectable en el huésped afectado (Porter et al., 1973), no obstante
existir una reaccién inflamatoria (Baker et al., 2004). Al dia de hoy, se investiga si
estimular el sistema inmunoldgico del huésped contra el prién podria ser una terapéutica
o profilaxis eficaz contra estas enfermedades. De ellas, cabe destacar: la deplecién de las
CDFs, la estimulacion del sistema inmunolégico innato y la utilizacion de anticuerpos
especificos para inhibir la progresiéon de la enfermedad. La linfotoxina del LT y el factor
de necrosis tumoral (TNF a) generados por los LB son necesarios en la diferenciacién y
maduracién de las CDFs (Brown et al., 1999; Mabbott et al., 2000b), y el bloqueo en
cualquiera de estas citoquinas da lugar a un incremento en el tiempo de incubacién de la
enfermedad. Este hecho hizo pensar en la posibilidad de deplecionar temporalmente las
CDFs como posible terapia en fases tempranas de una infeccién por priones. Con este
objetivo, se administré una inmunoglobulina fusionada al receptor de la linfotoxina B (LT p-
R-Ig), tratamiento capaz de bloquear la maduracién de las CDFs inhibiendo la cascada de
senalizacién que conduce a la expresién de estas linfotoxinas. Curiosamente,el efecto del
tratamiento de ambos dependia del momento y la ruta de administracién. Asi, por ejemplo,
si la proteina de fusién se administraba tras el desafio intra-peritoneal del scrapie (en una
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fase temprana), los animales quedaban protegidos (Mabbott et al.,2000a; Mabbott et al.,
2003; Montrasio et al., 2000), mientras que si el tratamiento se aplicaba antes del desafio
intra-peritoneal, la proteccion era total para algunos animales mientras que en otros
Unicamente retrasaba la aparicién de la enfermedad (Mabbott et_al., 2003). Por otro lado, el
tratamiento con LT p-R-Ig inmediato tras el desafio oral con scrapie evitaba la aparicién
de la enfermedad, no observandose depodsitos de PrPsc en el cerebro de los animales
(Mabbott et al., 2003). Sin embargo, el tratamiento administrado 14 dias post desafio oral
no tuvo ningun efecto en el desarrollo de la enfermedad (Mabbott et al., 2003), lo cual
indicaria que la entrada del prién en el sistema neuronal ocurre rapidamente tras el
desafio oral. Finalmente, el desafio a través de escarificaciones de la piel dio como
resultado una mejora del tratamiento cuando éste era administrado previo al desafio
(similar a la ruta intra-peritoneal) (Mohan et al.,2005a). En los humanos, las enfermedades
causadas por priones tienen tiempos de_incubacién muy largos (desde afios a décadas), una
fase clinica muy breve (meses), no existe un diagnéstico preclinico y la enfermedad es de
desenlace fatal. Un gran problema de las EETs, junto a todas las enfermedades
neurodegenerativas, es que la posible terapia debe dirigirse necesariamente al sistema
nervioso central, lo cual supone que debe ser capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica. En las situaciones en que la infeccion por priones se produce
periféricamente (infeccién oral o intra-peritoneal), la utilizacién de terapias y/o profilaxis
podrian tener mas probabilidades de éxito si se aplican en etapas tempranas de la
infeccién, antes deque el agente “infeccioso” llegue al SNC.Asi, pues, resulta necesario
desarrollar herramientas profilacticas contra estas enfermedades, a pesar de que el
numero de afectados sea relativamente bajo(aproximadamente 160 personas han sido
diagnosticadas con la nvCJD en el mundo hasta el momento), sobre todo pensando en el
nimero de personas asintoméaticas potencialmente infectadas (la infeccién puede durar
décadas) (Trevitt and Collinge, 2006).En lo que se refiere a las otras etiologias de la
enfermedad (iatrogénica, familiar y esporadica), no se justifica el desarrollo de vacunas o
medidas profilacticas capaces de proteger o paliar la enfermedad a grupos de riesgo. Es
muy prometedora la modulacién del sistema inmunolégico con el fin de conseguir
estrategias terapéuticas y/o profilacticas frente a estas enfermedades.Este tipo de terapias
podrian resultar de utilidad en el futuro para el tratamiento de individuos conscientes de
haber sido infectados o como método preventivo para el personal con alto riesgo de ser
infectados (médicos, enfermeros, etc.). Del mismo modo, seria interesante explorar las
posibilidades de esta  metodologia para prevenir el desarrollo de encefalopatias
hereditarias.La respuesta inmunolégica innata actilia como una primera barrera de
agresiones del exterior, bien consecuencia de un patégeno (virus, bacterias, parasitos y
hongos) o bien de cualquier otra naturaleza como seria la exposicién a un adyuvante o a
otras sustancias inmuno-estimuladoras. Varios son los actores que intervienen en la
respuesta innata, jugando un papel predominante las células dendriticas, los macréfagos y
las células NK (células asesinas naturales), asi como las quimiocinas y chemocinas como
moduladores quimicos responsables finales de la defensa (Byme and Halliday, 2002; Foti
et al., 2006; Young and Ortaldo, 2006), Rodriguez y Alonso, 2015) . De entre las
quimiocinas mas relevantes para el sistema inmunolégico innato, nos encontramos con los
interferones, citoquinas que son capaces de inhibir, por ejemplo, evoluciones virales
eficientemente. Sin embargo, el tratamiento con interfer6n o con estimuladores de
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interferon en ratones infectados con scrapie no parece tener un efecto en la progresion de la
enfermedad (Allen and Cochran, 1977; Field et al., 1969; Gresser et al., 1983; Gresser and
Pattison, 1968; Worthington, 1972). Estos mismos resultados se reprodujeron en monos
infectados con CdJD, scrapie y kuru (Amyx et al., 1984).La administracién de citidil-guanil
oligodeoxi-nucleétidos (CpGs), concretamente de CpG 1826 es conocida por su estimulacién
de la respuesta innata en mamiferos (Lipford et al., 1998). En ratones infectados con
scrapie se ha observado un leve incremento en los tiempos de incubacién cuando CpG 1826
fue administrado inmediatamente tras la infecciéon y diariamente durante 4 dias. Cuando
este tratamiento fue prolongado durante 3 semanas, la aparicién de la sintomatologia se
retras6 aproximadamente 149 dias (Sethi et al.,2002). Podrian generarse anticuerpos frente
al prién responsables de este retraso (Sethi etal., 2002), pero, la administracién repetida
de CpGs da lugar a la destruccién de los foliculos linfoides (lugares de amplificacién del
prién), y una inmunosupresién, hechos que pueden explicar el efecto protectivo del
tratamiento. Asi, hoy en dia, no se utiliza CpGs por sus efectos toxicos. Uno de los efectos
del tratamiento con CpGs es la expansion masiva de macrofagos y células dendriticas.
Ambos tipos celulares juegan un importante papel en la degradacién o secuestro de la
proteina infecciosa (Seringue et al., 2000) y, por ende, dando lugar al retraso de la
enfermedad.También el adyuvante de Freund completo, magnifico estimulador del sistema
inmunolédgico innato, es capaz de retrasar ligeramente los tiempos de incubacién de la
enfermedad en ratones tras el desafio intraperitoneal o intracraneal. (Tal et al.,
2003).0tros, generaron anticuerpos frente a la proteina del prién utilizando distintas
estrategias. Se han hecho en ratones normales y en PrPKO inmunizando con priones
purificados (Bendheim et al., 1984) y con fibras asociadas a scrapie (SAFs) (Kascsak et al.,
1987). También, se ha descrito la utilizacién de proteina recombinante del prién como una
estrategia para generar anticuerpos, tanto en ratones PrPKO (Seringue et al., 2003;
Khalili-Shirazi et al., 2005; Korth et al., 1997; Krasemann et al., 1996; White et al., 2003;
Williamson et al., 1996) como en ratones normales (Gilch et al., 2003; Schwarz et al., 2003;
Sigurdsson et al., 2002; Souan et al., 2001).El potencial terapéutico de estos anticuerpos
In vitro mostré una reduccién de 2 logaritmos de un inéculo infeccioso de scrapie tras la
incubacién con un anticuerpo policlonal anti prién (Gabizon et al., 1988). Varios autores
utilizaron anticuerpos para ver su efecto en diferentes lineas celulares in vitro. Por
ejemplo, el anticuerpo 6H4, que reconoce tanto la PrP bovina (residuos 144-152) como de
otras especies (Korth et al., 1997), es capaz de inhibir la acumulacién de PrPsc en células
infectadas con scrapie (Enari et al., 2001). Otros autores describen los efectos beneficiosos
de la utilizacién de anticuerpos frente al priéon en estudios in vitro utilizando distintas
cepas de prién y distintas lineas celulares, mostrando el gran potencial de esta estrategia.
A pesar de lograr efectos beneficiosos in vitro, algunos modelos no han resultado ser
efectivos in vivo (Trevitt and Collinge, 2006); (Aguzzi and Sigurdson, 2004). La
administracién del anticuerpo ICSM 18 (que reconoce el epitopo 144-152 de la PrPn
humana) o del anticuerpo ICSM 35 (que reconoce el epitopo 94-105 de la PrPn humana) a
elevadas dosis durante 7 dias tras el desafio intra-peritoneal con scrapie, previene la
aparicion de la enfermedad. Sin embargo, el tratamiento no es efectivo si se inicia con la
aparicion de la sintomatologia clinica, o bien si el desafio se realiza mediante la ruta
intracraneal (White et al., 2003).

118



Por otro lado, la administraciéon de los anticuerpos capaces de reconocer los epitopos 34-52
(8B4) y 175-185 (8H4) de la PrP murina tras la infeccién intra-peritoneal con scrapie,
fueron capaces tnicamente de retrasar un poco la aparicién de la infeccién (Sigurdsson et
al., 2003).

A pesar de los aparentes efectos beneficiosos de la administracién pasiva de anticuerpos,
se ha visto que si éstos se administran directamente a nivel del hipocampo y a una
concentracién elevada (1 mg/ml), provocan la apoptosis de neuronas en cerebelo e
hipocampo, en 24 horas.

Este efecto se pudo conseguir Unicamente tras la administracion de anticuerpos
monoclonales que reconocen el epitopo comprendido entre los aminoacidos 95 y 105 de la
secuencia de la PrP humana, y no con otros monoclonales que reconocen otras partes de la
proteina (Solforosi et al., 2004). Este resultado indica que como consecuencia de la unién
del anticuerpo a este dominio de la PrPn, se bloquea alguna via de sefalizacién esencial
para la supervivencia neuronal.

La transferencia pasiva de anticuerpos puede ser una buena herramienta para luchar
contra las enfermedades priénicas. Sin embargo, para su futura aplicabilidad en humanos
sera necesario realizar estudios muy exhaustivos que descarten posibles efectos deletéreos.
A pesar de que a lo largo de una infeccién con priones no se generan anticuerpos detectables
frente al pridn, acabamos de comprobar que se pueden generar anticuerpos especificos de
muy diversas maneras, pudiendo en algiin caso ser eficientes contra la enfermedad (Aguzzi
and Sigurdson, 2004). Existen una serie de puntos criticos en la generacién de anticuerpos
frente a la PrPn, entre ellos la tolerancia que presentan los animales frente a la PrP como
inmunégeno al tratarse de un antigeno propio (Aucouturier and Camaud, 2002; Aucouturier
et al., 2000; Berg, 1994; Heppner and Aguzzi, 2004; Porter et al., 1973; Williamson et al.,
1996). Por otro lado, dado que la PrPn se expresa en muchos tipos celulares (Cashman et
al., 1990; Manson et al., 1992) podria ser que la generacién de anticuerpos frente a la PrPn
desencadenara una enfermedad autoinmune. Finalmente, parece complicado que los
anticuerpos especificos frente a PrPn sean capaces de atravesar la barrera hematoencefa-
lica en concentraciones terapéuticas de manera que pueda hacer su efecto terapéutico en el
sistema nervioso central. A pesar de ello, en los Gltimos afios, diversos autores han descrito
los efectos beneficiosos de la inmunizacién activa en ratones con proteina de pridn.
Sigurdsson y colab. han descrito un incremento de un 10% en el tiempo de incubacién de la
enfermedad en ratones inmunizados con proteina recombinante murina (residuos 23-230).
Este incremento se observa inicamente cuando la inmunizacion se realiza dentro de las 14
semanas anteriores al desafio con scrapie adaptado al ratén. Ha sido descrita también una
correlaciéon paralela entre el titulo de anticuerpos y el incremento en el tiempo de
incubacién, mientras que no se observaron diferencias en la histopatologia y en los niveles
de PrPsc entre los animales tratados y los controles en las fases terminales de la
enfermedad (Sigurdsson et al., 2002).

La inmunizacién activa con el péptido de priéon comprendiendo los residuos 105-125 de la
PrP murina incrementa el tiempo de incubacién en ratones PrP infectados oralmente con
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scrapie, mientras que esta misma inmunizacién con el polipéptido que comprende los
residuos 90-230 no tiene ningun efecto de retraso en la enfermedad. Los anticuerpos
generados tras la inmunizacién con el fragmento 90-230 reconocen un epitopo de la regién
159-188 de la proteina pridénica. Los autores proponen que mientras que éstos anticuerpos
resultan ineficaces frente a la enfermedad, los anticuerpos que reconocen las regiones 105-
125 y/o 144-152 de la proteina priénica son capaces de retrasarla eficazmente (Schwarz et
al., 2003).

Rosset y colab. describieron en el afio 2004 la induccién no Unicamente de una respuesta
humoral, sino también de una respuesta celular en ratones C5TBL/J601aHsd mediante la
utilizacion de péptidos de priéon junto al inmunoestimulador CpG. En este estudio fueron
utilizados 3 péptidos diferentes (P98-127; P143-172 y P158-187) mezclados con CpG-1826.
Asi, demostraron la induccién de LT secretoras de IFN-y e 1L-4 y la producciéon de
anticuerpos en funcién del péptido utilizado. De este modo quedd patente la capacidad de
inducir una respuesta inmunolégica tanto humoral como celular con la proteina del prién
utilizando un protocolo de vacunacién que rompié la tolerancia frente al prién (Rosset et al.,
2004).

Profilaxis y tratamiento.

Los Prsc se propagan transmitiendo proteinas mal plegadas. Cuando un prién se introduce
en el cuerpo, induce a los Prn a cambiar a la conformacién anémala. El Prsc actia como una
plantilla para dirigir el mal plegado. Los Prsc nuevos anémalos formados pueden entonces
convertir otros Prn a conformaciones anémalas. Se genera una reaccién en cadena que
produce grandes cantidades de Prsc. La propagacion de Prsc requiere la presencia de Prn.
Los animales que no expresan priones normales no contraen la enfermedad ni la
transmiten. Todos los priones andémalos conocidos inducen un pliegue amiloide, que causa
que la proteina normal polimerice  en un agregado de laminas B muy apretadas. Estos
agregados amiloides son fibrillas que tienen la capacidad de crecer por sus extremos y
replicarse cuando la rotura hace que 2 extremos se conviertan en cuatro. El periodo de
incubacién esta determinado por la tasa de crecimiento exponencial de la replicacién del
prion. Una infeccién por prién permanece latente durante anos. Sin embargo, cuando
aparece un sintoma, la muerte tiene lugar en pocos meses. Esta nueva estructura alterada
del prién normal es estable y comienza a acumularse, provocando un dafo en gran escala al
tejido y la muerte celular. El prion plegado andémalamente es resistente a la
desnaturalizacién por agentes fisicos y quimicos haciendo enormemente dificil su
destruccion. Hay un gran numero de priones diferentes, que tienen estructuras
ligeramente distintas. Durante el proceso de réplica, los priones estan sujetos a mutaciones
seguidas por seleccidon natural de otras formas de replicacién. La tembladera de las ovejas
es un problema en gran parte del mundo y es la forma mas extendida de encefalitis
espongiforme transmisible (EETs) en Europa. Por ello, el control y la erradicacién de la
EETs en pequefios rumiantes es una de las mayores prioridades de la Unién Europea.
Aunque las proteinas pridnicas plegadas de modo anémalo son caracteristicas de la EETSs,
es posible que no sean el agente infeccioso inicial. La idea se basa en cémo los priones son
absorbidos por el intestino ovino. Hay investigadores que inocularon intestinos de oveja con
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extractos de cerebro que contenian Prsc, que se creia que eran la causa de la EETs.
Informaron que los priones anémalos inoculados fueron detectados en poco tiempo (3,5
horas) en la pared intestinal, y no en lugares donde las proteinas pridnicas generadas por
la enfermedad se agregaban. Las proteinas pridénicas normales que se convierten en
anémalas se acumulan tras un mes desde la inoculaciéon y aparecen en diferentes lugares
donde los priones andémalos inoculados fueron absorbidos. Es mas, los experimentos
sugieren que en los animales normales todos los priones ingeridos se digirieron antes de
que pudieran ser absorbidos en el intestino. Ello sugiere que los priones no causan la
enfermedad pasando por la pared intestinal. Este descubrimiento no excluye la posibilidad
de que los priones pudieran causar aun la enfermedad si se absorbe una cantidad
suficiente, pero es posible que los priones sean capaces de infectar directamente las
terminaciones nerviosas por algin mecanismo desconocido.

Esterilizacion de priones

Los priones son obviamente diferentes de otros agentes infecciosos que lo son por su
capacidad de provocar cambios conformacionales a los priones normales. Por tanto, la
esterilizaciéon de priones requiere la desnaturalizacién de las proteinas a un estado en el
que los priones no puedan inducir conformaciones andémalas de priones normales. Los
priones son resistentes a las proteasas, al calor, a la radiacién y a la formalina. Su
destruccién requiere la hidrolisis o la reduccién o la destruccidén de la estructura terciaria.
Tenga en cuenta que los priones parcialmente desnaturalizados pueden ser renaturalizados
a particulas infecciosas bajo determinadas condiciones. Los priones pueden ser desactivados
en un autoclave a presién a temperatura de 132° C a 21 psi durante 90 minutos. Si el
material infectado de prién se encuentra en una soluciéon de hidréxido de sodio, se puede
tratar en autoclave a 121° C a 21 psi durante una hora. También puede usar un
desinfectante comun en una solucién al 1% y dejar en remojo durante 10 horas o usar una
solucién al 10% durante una hora. Sin embargo, las carnes de diverso origen, la leche, los
embutidos de dudosa preparacion, en fin, todos aquellos alimentos que no cumplen con las
normativas de los entes de regulacién y control, asi como, las transfusiones de sangre y todo
el instrumental quirtargico, asi como todo tejido humano o animal, no debe ser suministrado
sin haber sido previamente esterilizado segtin normas establecidas. La vacunacién con ADN
ha sido ensayada como estrategia contra las enfermedades causadas por priones. Asi, el
caso mas espectacular se refiere a la protecciéon total conseguida en ratones transgénicos
bovinos tras la inmunizacién con una vacuna de ADN expresando la proteina bovina y una
posterior infeccién oral con proteina infecciosa. A pesar de lo prometedor de los resultados,
se desconocen absolutamente los mecanismos de proteccién desencadenados por la vacuna,
ya que no se pudo detectar ni respuesta humoral ni celular consecuencia de la vacunacién
(Muller et al., 2005; Calabrese A, Alonso A.,1975).
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