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RESUMEN

Los anticuerpos anticélula endotelial (AACE) son un grupo
heterogéneo de anticuerpos (Ac) dirigidos contra diferentes
antigenos (Ag). Su prevalencia en la esclerosis sistémica (ES)
es variable e inespecifica, pues pueden aparecer en otras
enfermedades. Pese a ello, cada vez son mas numerosos los
estudios que apuntan hacia un papel destacado de estos Ac
en la etiopatogenia de esa enfermedad, en la que el dafio
vascular es uno de los pilares fundamentales.

Las técnicas utilizadas para su deteccion, los Ag diana, su
relacion con ciertas manifestaciones de la enfermedad o los
diferentes tipos de ésta son algunos de los aspectos que se
tratara a lo largo de este articulo.
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INTRODUCCION

La esclerosis sistémica (ES) es una enfermedad de
etiologia desconocida en la que se producen altera-
ciones del tejido conectivo, el endotelio y la inmu-
nidad celular y humoral. Para muchos autores, el
inicio de todas estas alteraciones seria vascular, y
los anticuerpos anticélula endotelial (AACE) podri-
an tener un papel fundamental en la activacion de
una cascada de interacciones. La ES se caracteriza
por una alteracion en el equilibrio entre las prosta-
glandinas vasodilatadoras y vasoconstrictoras. Du-
rante la evolucién de la enfermedad se produce
una proliferaciéon de las células endoteliales (CE)
con un engrosamiento de la intima, lo cual lleva a
un estrechamiento de la luz de los vasos. Las CE
sufren el fendbmeno de vacuolizacién, cambios en
su fenotipo, y todo ello lleva a una alteracién de la
permeabilidad celular. Se cree que uno de los facto-
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Anti-endothelial cell antibodies (AECA) are heterogenous
group of antibodies (Ab) against different antigens (Ag).
Their prevalence in Systemic Sclerosis (SSc) is variable and
no specific and they can be detected in other diseases.
Many studies show the essential role of AECA in the patho-
genesis of the disease, where vascular injury is a main sto-
ne.

Determination methods, Ag targets and their relationships
with clinical features and disease subtypes will be some sub-
ject approached in this article.
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res que podrian contribuir a la activacion de las CE
son los AACE, de los que trataremos abiertamente
en este articulo. Para mejor comprension, se hace
un breve resumen sobre algunos conceptos de la
CE.

La célula endotelial

El endotelio esta constituido por una tnica capa
celular continua que tapiza la luz de las arterias, las
venas, los vasos capilares y los vasos linfaticos. Las
CE son unas células grandes, de 40-50 nm, y alar-
gadas que presentan una polaridad particular, con
una cara luminal en contacto directo con la sangre
y una cara basal en contacto con los componentes
de la matriz extracelular. Su citoplasma contiene
unas vacuolas llamadas cuerpos de Weibel-Palade,
que acttian como reservorio de una serie de facto-
res: el factor Von Willebrand (FVW), el factor acti-
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vador de las plaquetas (PAF), la P-selectina, la en-
dotelina y la interleucina (IL) 8. Estas sustancias
pueden ser secretadas por efecto de ciertos estimu-
los como la histamina, la trombina y la IL-1. La
membrana plasmatica de las CE presenta unas in-
vaginaciones llamadas caveolas, constituidas en su
mayoria por las proteinas caveolina 1y 2, donde se
encuentra trombomodulina, factor tisular y 6xido
nitrico (NO).

Las CE estan recubiertas de un glucocélix rico en
proteoglicanos cargados negativamente, de cuya
produccién también se encargan, principalmente,
hepardn y dermatan sulfatos®. Algunos de estos
proteoglucanos presentan sitios de fijacion para
ciertos factores de crecimiento como el factor
transformador del crecimiento beta (TGFp) y el
factor de crecimiento de los fibroblastos basico
(bFGF)3.

El tejido endotelial tiene unas caracteristicas que lo
hacen peculiar: a diferencia de otros tejidos, per-
manece en relativa quietud, ya que las CE s6lo se
dividen dos veces en toda la vida, lo cual no impide
que tengan la capacidad de multiplicarse rapida-
mente si la situacién lo requiere. Posee una gran
heterogeneidad antigénica, y entre los marcadores
endoteliales se encuentran: EN4, vWIf, Pal-E,
44G4, ICAM-1, VCAM, PECAM, OKM5 (monocy-
te/endothelial marker) y HLA%.

Las CE se dividen en dos grandes grupos: las de la
macrocirculacion y las de la microcirculaciéon. Am-
bos tipos celulares tienen caracteristicas que las di-
ferencian, como la distinta proporcién de marcado-
res endoteliales, las CE de los capilares tienen
mayor expresion de HLA 1y II, ICAM y OKM5; en
cambio, el endotelio de los grandes vasos expresa
mayoritariamente vVWf y ELAM-14. Todas estas
cualidades hacen del endotelio un tejido muy acti-
vo que participa en multiples procesos fisiologicos
como son:

— El control del tono vascular mediante la secrecion
de multiples factores vasodilatadores y vasocons-
trictores: NO, prostaciclina (PGI2 que inhibe la
agregacion plaquetaria), PAF (vasoconstriccion y
activacion de la adhesion leucocitaria), endotelina,
enzima de conversion de la angiotensina (ECA), que
cataliza el paso de angiotensina I a angiotensina II,
que produce una vasoconstriccion y estimulacion de
la producciéon de aldosterona con retencién sodica.
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— Regulaciéon de la homeostasis y al mismo tiempo
propiedades tromboéticas y antitromboticas, con
predominio de las segundas.

— Participa en la inflamacién y la inmunidad celu-
lar a través de sus interacciones con los leucocitos.
Las CE expresan moléculas del sistema HLA tipo I,
pero bajo el efecto del interferén gamma también
pueden expresar de tipo II.

Los cultivos in vitro de las CE de grandes vasos,
como la arteria aorta y la vena umbilical, han sido
una herramienta fundamental para el conocimien-
to del metabolismo endotelial. Desde que en 1878
Karasek et al desarrollaran los primeros cultivos de
CE de microcirculacion de piel de conejo, se han
producido grandes avances gracias al estudio de la
microcirculacions.

En los estudios realizados en la ES, los tres tipos de
CE maés utilizados son las de vena umbilical de re-
cién nacido (HUVEC), de microcirculaciéon huma-
na de piel (HMVEC-d) y de pulmén (HMVEC-).
De los tres, las HUVEC son las mas faciles de con-
seguir tanto técnica como econdémicamente, pero
presentan la desventaja de la gran heterogeneidad
de sus donantes. Las HMVEC-d y las HMVEC-I son
mucho maés dificiles de cultivar; en el caso de las
primeras el paso més “delicado” es el aislamiento
de la primera poblacién celular y no se debe reali-
zar més de 8 o 10 pases porque las CE se vuelven
fibroblastoides y pierden sus marcadores. Las HM-
VEC-I tienen caracteristicas particulares cuando se
las compara con las de la circulaciéon sistémica: so-
metidas a bajas presiones, la delgadez de sus pare-
des, alta densidad capilar y escaso porcentaje de
miusculo liso en sus paredes. Aunque son células
dificiles de cultivar in vitro, actualmente se dispone
de CE de microcirculacion de pulmén de conejos,
ratas, vacas y humanos. Son dos las técnicas que se
utilizan para aislarlas, la de Carley y la de Hewett-
Murray®.

Anticuerpos anticélula endotelial

Los AACE son un grupo de anticuerpos dirigidos
contra diferentes antigenos y cuya heterogeneidad,
entre los individuos que presentan una misma en-
fermedad, dificulta su clasificacion. Ademas, la es-
pecificidad de un AACE por su antigeno no depen-
de solamente del caracter propiamente endotelial,
sino también del tipo de CE estudiada. De tal modo
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que una CE de microcirculacion puede presentar
“dianas” ausentes en CE de macrocirculacién y vi-
ceversa. Estas proteinas pueden formar parte de
los componentes de la membrana plasmatica de la
CE, en cuyo caso pueden expresarse de manera
constitutiva o expresarse tras la activacion de cito-
cinas como la IL-1. Estos antigenos también pue-
den corresponder a moléculas presentes en el plas-
ma y que se han “depositado” en la CE, en cuyo
caso no serian verdaderos AACE. Por ltimo, estos
antigenos pueden corresponder a proteinas cito-
plasmicas “expuestas” de forma transitoria en la
superficie celular o “alcanzadas” por AACE con ca-
pacidad de penetrar en el interior de la CE.

Los antigenos contra los que van dirigidos los
AACE comprenden desde proteinas de la matriz
extracelular y moléculas que se adhieren a la CE,
como el ADN en el lupus eritematoso sistémico
(LES), glucoproteina B, o fosfolipidos en el sindro-
me antifosfolipidico, mieloperoxidasa o proteinasa
3 en las vasculitis y alfaenolasa en la enfermedad
de Behget” .

Anticuerpos anticélula endotelial en la es-
clerosis sistémica

La prevalencia de los AACE en la ES varia entre un
44% en la ES cutanea limitada (EScl) al 88% de la
ES cutanea difusa (EScd)*. No son especificos de la
enfermedad, y se puede detectarlos en el LES, la
dermatomiositis, la artritis reumatoide y las vascu-
litis'>7. Estudios recientes indican que la presencia
de los AACE se asocia con mayor incidencia de ma-
nifestaciones vasculares, como la hipertensién ar-
terial pulmonar (HAP), la isquemia digital y la fi-
brosis pulmonar y que su titulo estaria en relacién
con la actividad de la enfermedad®.

Para Renaudineau et al*°, en la ES podemos encon-
trar dos tipos de AACE: de afinidad débil (low affi-
nity AECA), que se puede considerar un epifen6-
meno, y de afinidad fuerte (high affinity AECA),
que tendrian una participacién en la patogenia de
la enfermedad. Ese mismo grupo estudio la presen-
cia de AACE en 478 pacientes diagnosticados de ES
utilizando diferentes fuentes de CE. Hallaron
AACE en el 48,5% de los pacientes, el 34,3% contra
CE de médula 6sea; el 27,1% contra HUVEC; el
26,3% contra CE de hibridoma, y el 22,7% contra
CE de sarcoma de Kaposi. También observaron
una asociacion entre la presencia de AACE y otro

tipo de anticuerpos, como los antiheparina y anti-
piruvato deshidrogenada, entre los que hay reacti-
vidad cruzada. Concluyeron que para detectar la
presencia de AACE en suero de pacientes con ES es
necesario usar diferentes fuentes de CE y éstas de-
ben incluir CE de microcirculaci6n®.

En otro estudio posterior, Sakly et al** analizaron y
compararon la presencia de AACE en 60 pacientes
con conectivopatias, y entre ellas 6 con ES, utili-
zando el cito-ELISA con diferentes fuentes de anti-
genos de CE (HMVEC-1 y CE de médula 6sea) y
como control, células epiteliales de adenocarcino-
ma de mama. Los pacientes se clasificaban en 3
grupos en funcion de la densidad 6ptica obtenida:
pacientes sin ningin anticuerpo, pacientes con
AACE no especificos y pacientes con AACE especi-
ficos; encontraron que el 43,3% presentaba AACE
especificos y 28,3%, AACE no especificos.

Se ha demostrado que algunos de los antigenos
contra los cuales estan dirigidos los AACE se locali-
zan en el citoplasma y tienen diferentes pesos mo-
leculares: 60, 90, 110 y 140 kDa, aunque lo mas
frecuente es que estén dirigidos contra el antigeno
de 90 kDazs3.

El grupo austriaco de Sgonc et al*#?5 demostré que
la apoptosis de las CE es uno de los principales fe-
némenos que tienen lugar en la piel de los enfer-
mos con ES y en los pollos UCD-200/206 (modelo
experimental de la esclerodermia) y sefialan que
los AACE podrian tener un papel fundamental en
su induccién. Dicha apoptosis se produciria por ci-
totoxicidad mediada por AACE via Fas (CD95).
También observaron que la totalidad de los pacien-
tes con ES, en la fase temprana de la enfermedad,
presentaban AACE de tipo IgG dirigidos contra
HMVEC-d, pero solo el 50% presentaba anticuer-
pos contra HUVEC. Analizaron el efecto de los
AACE y de las NK en las HMVEC-d y las HUVEC, y
observaron que en los pacientes con AACE la acti-
vacion de los linfocitos NK por IL-2 es necesaria
para que se produzca la citotoxicidad mediada por
anticuerpos en las HMVEC-d.

Maés recientemente ese mismo grupo ha demostra-
do in vivo que la transferencia de AACE de pollos
UCD-200 a embriones de pollos sanos induce la
apoptosis de las CE. Para ello realizaron dos tipos
de experimentos: por un lado se inyect6 por via in-
travenosa los AACE a embriones de 13 dias de po-
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llos sanos y, por otro, se deposit6 AACE en la mem-
brana corioalantoidea (MCA) de embriones de 10
dias de pollos sanos. Posteriormente, mediante
una técnica de TUNEL se estudiaba la presencia de
apoptosis en las CE en las crestas de los polluelos
de 1 semana de edad en el caso de la via intraveno-
say en las MCA de los embriones tras haber trans-
currido 6 dias del dep6sito de AACE?®.

Carvailho et al*” demostraron que in vitro los AACE
de tipo IgG de pacientes con ES inducen un au-
mento de la adhesion de los leucocitos a las CE y de
las moléculas de adhesion ICAM-1, VCAM-1 y E-
selectina. Los AACE inducirian la liberacién de al
menos dos mediadores derivados del endotelio,
uno de ellos (todavia no identificado) de liberaciéon
rapida y el otro de liberacion lenta (IL-1), y ambos
estimularian la CE de una manera autocrina. Pos-
teriormente, Stratton et al*® evidenciaron que los
patrones de activacion de las CE de pulmén y de ri-
f6n son distintos. Para ello midieron las concen-
traciones de ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina en pa-
cientes con y sin afeccién renal y pulmonar. De las
tres moléculas estudiadas, la E-selectina fue la més
especifica de la activaciéon endotelial. Sus valores
fueron normales en pacientes con EScl e HAP y es-
taban aumentados en pacientes con EScl y crisis
renales y en todos los grupos de EScd. Los mayores
valores se encontraron en pacientes con forma
EScd e HAP. Dichos autores sefialan que la afec-
ci6on vascular pulmonar se puede desarrollar sin
activacion de las CE, como reflejan los valores nor-
males de E-selectina y VCAM-1 en pacientes con
EScl e HAP. Por el contrario, las cifras de las tres
moléculas estaban elevadas en pacientes con afec-
ci6n renal independientemente del tipo de afeccion
cutanea.

Recientemente, mediante la técnica de inmuno-
blot cuantitativo, comparo las reactividades de los
AACE de los pacientes con EScl y anticuerpos
anticentromero (AAC), que tienen mayor riesgo de
desarrollar HAP, y de los pacientes con ESed con
anticuerpos antitopoisomerasa (AAT1) y sin AAT1
ni AAC, que tienen mayor riesgo de desarrollar
fibrosis pulmonar. Los resultados evidenciaron
que las IgG y las IgM de los pacientes con EScl y
EScd con o sin anticuerpos antitopoisomerasa
1 expresan patrones de reactividad a antigenos
tisulares humanos y de CE especificos y excluyen-
tes entre si. Las IgG de los pacientes con AAT1
se unian fuertemente a una banda proteinica de
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100 kDa en extractos proteinicos de HUVEC, HM-
VEC-d y HMVEC-1 y con menor intensidad a ex-
tractos de pulmoén, rinén y eséfago. Del mismo
modo, las IgG del 50% de los pacientes sin AAT1
ni AAC reaccionaban con la misma banda protei-
nica, mientras que las IgG de los pacientes con
AAC y de los controles no lo hacian. Dado que las
HUVEC son CE que pertenecen a la macrocircula-
cion y en la ES se afectan principalmente las CE de
la microcirculacion, se investigb el repertorio de
anticuerpos de los mismos pacientes contra ex-
tractos proteinicos de dos tipos de CE de microcir-
culacion: HMVEC-d y HMVEC-L. Se escogieron
HMVEC-I porque los pacientes con EScl pueden
desarrollar HAP y los pacientes con EScd desarro-
Ilan a menudo fibrosis pulmonar, y las HMVEC-d
como control, ya que la piel se afecta en los dos ti-
pos de ES, aunque varie el grado de extension. Los
resultados obtenidos mostraron que las reactivi-
dades de las IgG de los pacientes con EScl a CE de
microcirculacién y macrocirculaciéon son diferen-
tes, mientras que no se observaron diferencias en-
tre las reactividades de los pacientes con EScd a
HUVEC, HMVEC-d y HMVEC-l. De tal manera
que las IgG de los pacientes con AAC reaccionaban
especificamente con una banda proteinica de 80
kDa en los 2 extractos de CE de microcirculacién
realizados. Por este motivo, se cree que el o los an-
tigenos reconocidos por las IgG de los pacientes
con EScd son los mismos tanto en las CE de mi-
crocirculaciéon como en las de macrocirculacion,
mientras que el o los antigenos reconocidos por
las IgG de los pacientes con EScl son especificos
de la microcirculacion®. Estos resultados respal-
dan la clasificaciéon de los AACE en funcién del
tipo de antigeno diana de la CE, recientemente
propuesta por Praprotniks®.

Este estudio es el primero que evidencia que los
AACE de tipo IgG van dirigidos contra la ADN to-
poisomerasa 1 en pacientes con EScd. Este hecho
no soélo fue observado en pacientes con AAT1 de-
terminados por inmunodifusiéon y ELISA, sino que
las IgG del 50% de los pacientes con EScd sin AAT1
ni AAC también se unia a la misma banda proteini-
ca de 100 kDa. Por ello creen que los epitopos de la
topoisomerasa reconocidos por los anticuerpos de
estos pacientes son detectados por inmunoblot
pero no por inmunodifusién (ID) ni ELISA. De este
modo el inmunoblot debe ser mas sensible para
detectar AAT1 que el ELISA o doble inmunodifu-
sion (DID).
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Hill et al3* encontraron que el 85% de los pacientes
con ES tenian anticuerpos antimembrana de HU-
VEC y de ellos, el 100% de los que padecian una
EScl. Dichos anticuerpos estaban formados por un
grupo heterogéneo, pero uno de ellos estaba dirigi-
do contra una proteina de 19 kDa que poseia activi-
dad anticentréomero. Sin embargo, las 2 bandas de
reactividad de las IgG identificadas en los pacientes
con EScl del grupo francés correspondian a protei-
nas de pesos moleculares més altos (60-80 kDa),
como posteriormente se confirmaria en un segun-
do estudio®>#2. En dicho estudio se encontr6 que
los sueros de los pacientes con EScl reconocian al
menos una de las 2 bandas de 75 y 85 kDa que no
aparecian en los sujetos sanos ni en los pacientes
con EScd y evidenciaron que los AACE de tipo IgG
iban dirigidos contra la proteina centromérica B
(CENP-B)3.

Chanseaaud et al33, usando la misma técnica de in-
munoblot cuantitativo en pacientes con vasculitis
de mediano y pequeio vaso, demostraron que las
IgM y en menor grado las IgG de pacientes con po-
liangeitis microscopica, pero no aquellas de pacien-
tes con granulomatosis de Wegener, panarteritis
nudosa, sindrome de Churg-Strauss, reconocian
especificamente multiples antigenos de CE, dife-
rentes de los observados en el caso de los pacientes
con EScl y EScd.

Se ha evidenciado que las IgG con actividad anti-
U1-RNP de pacientes con enfermedad mixta del te-
jido conectivo (EMTC) se unen a antigenos de CE
de 68, 48, 43, 38, 33, 29, 28 y 24 kDa. Algunos de
esos antigenos corresponden a componentes del
U1-RNP, mientras que otros no han sido identifica-
dos34. Los autores sugieren que la unién de estos
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