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RESUMEN
Palabras clave: lupus El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad caracterizada por la pérdida de la
eritematoso sistémico tolerancia hacia antigenos propios que conlleva a la aparicién de autoanticuerpos contra
’

antigenos nucleares y dano de 6rganos asociado. Durante la apoptosis se expone al sistema
inmune a mdltiples antigenos nucleares y se piensa que alteraciones en la remocién de
cuerpos apoptéticos pueden iniciar o perpetuar una respuesta autoinmune. Otra fuente de
diseminacion del epitope. material nuclear expuesto al medio extracelular son las denominadas microparticulas, las
cuales son liberadas de diferentes células no solo durante la apoptosis sino también duran-
te la activacion celular o el estrés mecénico. Se ha demostrado que los pacientes con LES
presentan autoanticuerpos varios afios antes de la fase clinica de la enfermedad, y esta
aparicién de autoanticuerpos tiende a seguir un curso predecible, con acumulacién pro-
gresiva de autoanticuerpos especificos. Esta aparicién consistentemente ordenada de
autoanticuerpos, precediendo por varios afos la aparicion de la enfermedad clinica, apoya
fuertemente las teorfas de diseminacion de epitopes en LES humano. Varios modelos
miuridos han tratado de reproducir la enfermedad humana utilizando cuerpos apoptéticos
Recibido:  pero sin resultados contundentes. Un reciente modelo animal logra reproducir mas fiel-
18 de octubre de 2011. mente la secuencia de autoanticuerpos y las manifestaciones clinicas del LES al utilizar a la
B2GP-I como inmunégeno potenciado por una respuesta de célula T inducida por
lipopolisacarido. Las microparticulas, rodeadas de fosfatidilserina y cargadas de material
nuclear incluyendo DNA extracelular antigénicamente activo, son asimismo candidatas
ideales para servir de plataforma para la diseminacién de epitopes en un medio inflamato-
rio, con la posterior apariciéon secuencial de autoanticuerpos especificos patogénicos.

SUMMARY

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a disease characterized by loss of tolerance to self-
antigens leading to the development of autoantibodies against nuclear antigens and organ
systemic lupus damage. During apoptosis, immune system is exposed to multiple nuclear antigens and is
erythematosus, apoptosis, thought that alterations in the removal of apoptotic bpdles could start or perpetuate an

autoimmune response. Another source of nuclear material exposed to extracellular medium
are called microparticles, which are released from various cells not only during apoptosis
] but also during cell activation or mechanical stress. It has been shown that patients with SLE
spreading. already have autoantibodies several years before clinical phase of disease, and this
appearance of autoantibodies tends to follow a predictable course, with progressive
accumulation of specific autoantibodies. This steadily orderly appearance of autoantibodies
preceding for several years the onset of clinical disease strongly supports theories of spreading
epitopes in human SLE. Several mouse models have tried to replicate the human disease
using apoptotic bodies but without conclusive results. A recent animal model can reprodu-
ce more closely the sequence of autoantibodies and clinical manifestations of SLE using the
B2-glycoprotein I (B2GP-1) as an immunogen powered by a lipopolysaccharide induced T
cell response. Microparticles, surrouded by phosphatidylserie and nuclear material loaded
including antigenically active extracellular DNA, are also ideal candidates to serve as a
platdorm for the epitopes dissemination in an inflammatory environment, with subsequent
sequential appearance of pathogenic specific antibodies.
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Lupus eritematoso sistémico y sindrome
antifosfolipido

El LES es una enfermedad del tejido conectivo,
autoinmune, sistémica, con un amplio rango de
manifestaciones clinicas. Puede aparecer en
personas de cualquier edad, raza o sexo, pero pre-
domina en mujeres en edad reproductiva. Usual-
mente se convierte en una enfermedad crénica con
periodos de exacerbacién y puede poner en peli-
gro la vida cuando afecta érganos vitales. Algunos
factores tales como la luz solar o medicamentos
pueden desencadenar la enfermedad, sin embar-
go la etiologia y la patogénesis tienen bases com-
plejas y en permanente investigacién.'?
Aunque el LES puede ser considerado un con-
junto de enfermedades relacionadas que presen-
tan un espectro amplio de manifestaciones
clinicas, una caracteristica en comun es la pre-
sencia de diversos anticuerpos dirigidos contra
varios antigenos propios. Tales anticuerpos pue-
den ir desde aquellos que son muy especificos
para LES como los anti-Smith (anti-Sm) y los
anti-DNA de doble cadena (anti-DNAds), has-
ta anticuerpos que son inespecificos para LES ya
que pueden estar presentes en otros escenarios
clinicos diferentes.*® Los anticuerpos antifosfo-
lipidos (aPL) son algunos de los autoanticuerpos
que pueden detectarse tanto en presencia como
en ausencia de LES, e incluso en personas sanas.
Los aPL también pueden encontrarse en sindro-
me antifosfolipido primario, infecciones virales,
y en otras enfermedades autoinmunes.”
Aunque la patogénesis del LES sigue siendo
desconocida, los modelos actuales se basan en el
fenémeno de la apoptosis para explicar de alguna
manera como el sistema inmune reconoce predo-
minantemente antigenos intracelulares. La
apoptosis es un proceso que lleva a la destruccién
ordenada de células, evitando la liberacién del
contenido intracelular en el microambiente
extracelular donde tendria un poderoso efecto in-
flamatorio. Bajo circunstancias normales los de-
sechos apoptéticos son fagocitados por macréfagos
durante la fase temprana de la muerte celular
apoptotica sin inducir inflamacién ni activacién
del sistema inmune.*'’ Los autoantigenos son li-
berados tanto por células necréticas como por cé-

lulas apoptéticas. Se han descrito defectos en la
depuracién de células apoptéticas en pacientes
con LES, y estos defectos podrian incrementar la
exposicién del sistema inmune a antigenos pro-
pios debido a la incapacidad para eliminarlos de
una manera efectiva.'>"?

Otra fuente potencial de antigenos intra-
celulares son las microparticulas (MP), las cuales
son pequenas vesiculas rodeadas de membrana que
miden entre 0,1 y 1 micra de didmetro. Estas
MP son liberadas de las células durante los pro-
cesos de activacién celular y muerte celular. Como
organelas extracelulares, las MP contienen cons-
tituyentes nucleares y citoplasmdticos que estin
envueltos por membranas plasmdticas. El rico
contenido de moléculas biolégicamente activas,
incluyendo receptores de membrana, permite que
las MP posean propiedades protrombéticas y
proinflamatorias que pueden promover respues-
tas inmunes innatas y adaptativas.'’"”

El sindrome antifosfolipido (SAF) es una en-
fermedad autoinmune caracterizada por trombo-
sis vasculares recurrentes y pérdidas gestacionales,
asociadas con autoanticuerpos contra una varie-
dad de fosfolipidos y proteinas de unién a
fosfolipidos.'®2° El diagnéstico de SAF requiere
la presencia de al menos un criterio clinico mds
un criterio de laboratorio.?"** Los criterios de la-
boratorio aceptados durante la dltima reunién de
consenso incluyen la demostracién de la presencia
persistente de anticoagulante ldpico, anticuerpos
anticardiolipinas IgG o IgM, o anticuerpos anti-
B2glicoproteina I IgG o IgM*.

Se ha planteado al SAF como una variedad del
espectro del LES debido a multiples puntos de
concordancia y similitudes clinicas y de labora-
torio. En un porcentaje importante los pacientes
con LES muestran aPL y muchas veces también
presentan todo el espectro de manifestaciones de
un SAF. Algunas veces puede aparecer un LES en
pacientes con SAF previamente no relacionado con
ninguna enfermedad autoinmune. La distincién
entre SAF primario y SAF relacionado con LES
puede ser dificil y a veces parece una convencién
bastante artificial.?*3°

Anos antes de la fase clinica del LES apare-
cen autoanticuerpos con acumulacién progresi-
va de autoanticuerpos especificos:
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En pacientes con LES se ha podido demos-
trar la presencia de autoanticuerpos muchos afios
antes del diagnéstico de la enfermedad. Esta
aparicién de autoanticuerpos tiende a seguir un
curso predecible, con acumulacién progresiva de
autoanticuerpos especificos. En un estudio se
observé que los anticuerpos antinucleares
(ANA), los aPL, los anti-Ro y los anti-La estu-
vieron presentes antes que los anti-Sm y los anti-
RNP (un promedio de 3,4 anos antes del
diagnéstico frente a 1,2 anos, p = 0,005).%"*

Esta aparicién consistentemente ordenada de
autoanticuerpos precediendo por varios afos la
aparicién de la enfermedad clinica apoya fuerte-
mente las teorfas de diseminacién de epitopes
en LES humano. Existe consenso general de que,
a medida que la enfermedad progresa, la respues-
ta autoinmune se disemina para involucrar no
solo un nimero mayor de autoantigenos, sino
también mds epitopes dentro de cada auto-
antigeno. Este concepto de una diseminacién
secuencial de la respuesta autoinmune, que lle-
va a la aparicién ordenada de autorreactividad
contra multiples autoantigenos, se conoce como
diseminacién del epitope.®

La diseminacién del epitope comprende el re-
conocimiento adquirido de nuevos epitopes den-
tro de la misma molécula (diseminacién
intramolecular del epitope), asi como de nuevos
epitopes alojados en proteinas que estdn asocia-
das en el mismo complejo macromolecular, tal
como el nucleosoma, el espliceosoma y el
ribosoma (diseminacién intermolecular del
epitope).>3¢

La apoptosis tiene el potencial de generar
autoantigenos que rompen la tolerancia
cuando este proceso de eliminacién de
desechos es defectuoso

La apoptosis es fundamental para el funciona-
miento biolégico normal de organismos multice-
lulares. Este proceso de muerte celular es
complejo y comprende multiples etapas y par-
ticipantes moleculares. Una caracteristica clave
de la apoptosis es la degradacién de proteinas
del citoesqueleto por medio de proteasas
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aspartato especificas, las cuales inducen el co-
lapso de componentes subcelulares. Otras carac-
teristicas fundamentales son la condensacién de
la cromatina, la fragmentacién nuclear y la for-
macién de burbujas de membrana plasmdtica.’”

La apoptosis normalmente resulta en una ri-
pida captacién y depuracién no inflamatoria de
células apoptéticas y sus contenidos. Sin embar-
go, existe evidencia creciente de que los cam-
bios proteoliticos y morfolégicos que ocurren
durante este proceso tienen el potencial de ge-
nerar autoantigenos que rompen la tolerancia
cuando este proceso de eliminacién de desechos
es defectuoso.’®?* Durante la apoptosis los con-
tenidos celulares se redistribuyen y se producen
burbujas de membrana sobre la superficie celu-
lar. Muchos de los autoantigenos implicados en
el LES son empaquetados y concentrados sobre
estas burbujas y pueden asi ser accesibles a los
autoanticuerpos en los diferentes drganos
blanco.!"*

Ademids de permitir el acceso de los autoan-
ticuerpos a los antigenos intracelulares, la
redistribucién celular que ocurre durante la
apoptosis puede generar complejos potencial-
mente inmunogénicos sobre la superficie de la
célula apoptética.*’ Por ejemplo, la fosfa-
tidilserina (PS) es un fosfolipido de membrana
cargado negativamente que estd normalmente
distribuido sobre la porcién intracelular de la
membrana. De manera temprana durante la
apoptosis la PS se redistribuye hacia la mem-
brana externa donde se vuelve disponible para
formar complejos con proteinas de unidén a
fosfolipidos tales como la B2GP-I y la anexina
V. Tales complejos pueden ser inmunogénicos
y, si son removidos y procesados de manera ina-
propiada, pueden terminar en la generacién de
anticuerpos antifosfolipidos.'"*

La B2GP-I es el principal antigeno unido por
los anticuerpos demostrables en el SAE. Se trata
de una proteina de cadena tGnica con 326
aminodcidos y un peso molecular de 54,2 kDa.
La B2GP-I consiste de cinco dominios o secuen-
cias repetidas, al igual que otros miembros de la
superfamilia de proteinas de control del com-
plemento. Los primeros cuatro dominios tienen



Mauricio Restrepo E., et al.

| Posible papel de la B2 glicoproteina I y la apoptosis durante la diseminacién intermolecular de epitopes...

sesenta residuos de aminodcidos, incluyendo
cuatro cisteinas cada uno. El quinto dominio
tiene una regién conservada cargada positiva-
mente (multiples lisinas) entre las cisteinas 281
y 288 que es critica para la unién a los
fosfolipidos*.

La B2GP-I se produce en el higado y la
placenta. El nivel sérico promedio de B2GP-I es
de 200 mg/l, lo cual la convierte en una de las
proteinas mds abundantes en el suero humano.
Circula en el plasma principalmente en forma li-
bre, aunque también circula unida a lipidos. Sus
niveles plasmdticos pueden aumentarse durante
infecciones crénicas. En infecciones agudas se
comporta como un reactante de fase aguda nega-
tivo, disminuyendo junto con la albimina.®*%

La B2GP-I se une a fosfolipidos anidnicos sin
la necesidad de iones de calcio. La unién se lo-
gra a través de interacciones de la regién rica en
lisina y el asa hidrofébica mévil en el dominio 5
de la proteina. Aunque la funcién fisiolégica
exacta de la B2GP-I en individuos sanos es ain
desconocida, se cree que, en condiciones nor-
males, la proteina ejerce un efecto anticoagulante
al desplazar varias proteinas de la coagulacién
de los sitios aniénicos de los fosfolipidos.”

La fagocitosis de los macréfagos es inducida
por la unién de la B2GP-I a fosfolipidos
anidnicos, ain en ausencia de aPL, lo cual su-
giere que esta proteina funciona como un mar-
cador para las células necréticas y apoptéticas.®

La apoptosis puede ser desencadenada a tra-
vés de dos vias distintas, las cuales convergen
corriente abajo para generar caspasas efectoras
activadas que finalmente llevan a la fragmenta-
cién del DNA y a la exposicién de la fosfa-
tidilserina. Sin importar el origen del disparador,
la remocién de las células apoptéticas del siste-
ma circulatorio antes de que ocurra lisis celular
o necrosis es fundamental para el mantenimien-
to de la homeostasis. El reconocimiento de las
células moribundas es iniciado por la aparicién
de ligandos especificos sobre la superficie celu-
lar que se unen a los receptores de los fagocitos
ya sea en forma directa o en forma indirecta a
través de proteinas puente, entre las que sobre-

sale la B2GP-1.%

Las células apoptéticas y las microparticulas
pueden constituirse en la plataforma sobre
la cual ocurre la diseminacién del epitope

Los cambios en la membrana que llevan a un
aumento de la adhesividad y a la captura por
parte de los fagocitos incluyen la exposicién
de anexina I, alteraciones en la composicién
de los lipidos como resultado de la acumula-
cién de productos de peroxidacién lipidica, y
exposicién de PS sobre la superficie celular.
De estos, la pérdida de la asimetria de lipidos
en la membrana plasmdtica y la consecuente
aparicién de PS sobre la superficie celular han
sido reportados como los cambios mds promi-
nentes en el fenotipo de superficie de las cé-
lulas apoptéticas.*

Los fagocitos reconocen la PS de la superficie
de la célula por unién directa mediante
scavengers y receptores de PS, o mediante
interaccién indirecta a través de proteinas puente
que ligan la PS. Mediante el uso de varios mo-
delos in vivo, se ha presentado evidencia de que
la B2GP-I endégena se une a células apoptéticas
in situ sin importar cudl sea la via disparadora.
Esta informacién proporciona evidencia de un
papel fisiolégico de esta proteina en el reconoci-
miento y la remocién de células apoptéticas in
vivo. 4648

Muchos de los autoantigenos en LES pueden
encontrarse sobre la superficie de los cuerpos
apoptéticos y de las MP, sugiriendo que ellos
pueden constituirse en las plataformas sobre las
cuales ocurre la diseminacién del epitope. Nor-
malmente la diseminacién intermolecular de
epitopes ocurre en moléculas cuya asociacién o
interaccién fisica permite su captacién simultd-
nea por células presentadoras de antigenos
(APC). La captacién de una célula apoptética o
una MP por una APC resultaria en la presenta-
cién de todos los antigenos dentro o sobre la
superficie de la célula apoptética o la MP por
parte de la APC. De esta manera, las células
apoptdticas y las MP sirven como plataformas
que conectan fisicamente multiples autoant-
igenos que son eventualmente blanco de la res-
puesta autoinmunitaria.**
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¢Cémo inducir LES en ratones?: nuevo
modelo animal

A pesar de esta fuerte conexidn entre las células
apoptéticas y el LES, la inmunizacién de rato-
nes normales con células necréticas no ha podido
reproducir la patologia renal y la multiplicidad
de autoanticuerpos observados en los pacientes
con LES.#%% En esos estudios, la inmunizacién
con células apoptéticas indujo principalmente
autoanticuerpos de isotipo IgM (ANA, anticar-
diolipinas y anti-DNA de cadena sencilla), sin
anti-DNAds detectable ni evidencia histolégica
de nefritis.

Se ha postulado que la falla para inducir en-
fermedad franca en estos modelos animales es
atribuible al uso mismo de células apoptéticas,
ya que aunque representan una plataforma don-
de estdn contenidos casi todos los autoantigenos
relevantes en el LES, también existe clara evi-
dencia de que las células apoptéticas pueden
suprimir la respuesta inmune, especialmente a
través de la liberacién de citoquinas antiinfla-
matorias por parte de las células fagociticas.

Un modelo diferente muestra que la induc-
cién de una respuesta fuerte y persistente con-
tra la proteina de unidn a células apoptéticas
(B2GP-I) en presencia de lipopolisacdrido resulta
tanto en la diseminacién de epitopes contra
multiples autoantigenos dirigidos en LES como
en el desarrollo de glomerulonefritis. En este mo-
delo ademds de seleccionar un inmundgeno ca-
paz de dirigirse contra las células apoptéticas y
sus multiples antigenos, fue necesario generar
una fuerte y persistente respuesta de célula T
contra el inmundgeno incitante.?

Finalmente, los autores de este novedoso
modelo proponen que para inducir un LES
murido se requeririan los siguientes pasos: en
primer lugar usar un inmundgeno, por ejemplo
la B2GP-I, que aproveche a las células apopté-

ticas como superficies para lograr la disemina-
cién del epitope, pero que al mismo tiempo lo-
gre evadir la inmunosupresién asociada con las
células apoptéticas, y en segundo lugar lograr la
induccién de una fuerte y persistente respuesta
de célula T contra el inmundgeno incitante, por
ejemplo mediante la adicién de LPS.

Conclusiones

La apoptosis es el principal proceso de muerte ce-
lular programada. Las células que mueren secretan
sefiales que permiten su reconocimiento e inges-
tién por parte de los macréfagos, de una manera
eficiente y silenciosa. Las células liberan durante
su activacién o apoptosis pequefas vesiculas lla-
madas MP que contienen material nuclear y
citoplasmdtico. La B2GP-I es una proteina puente
que se une a la PS expuesta por los cuerpos
apoptéticos y las MP y facilita su depuracién por
los macréfagos. La presencia de anticuerpos anti-
B2GP-I podria generar trastornos en la usualmen-
te rdpida y eficiente depuracién de células
apoptéticas y MP. La respuesta inmune desenca-
denada por la interaccién anti-B2GP-I -B2GP-I pre-
dominard donde haya mds PS proveniente de mds
cuerpos apoptdticos o MP no depurados, y las su-
perficies de estos remanentes se constituirdn en la
plataforma para la diseminacién de epitopes en un
medio inflamatorio, con la posterior aparicién
secuencial de autoanticuerpos especificos patogé-
nicos. Los anti-B2GP-I pueden originarse por la
sobresaturacién del sistema inmune ocasionada por
deficiencias en la apoptosis normal, como se ha
demostrado en pacientes con LES. Aunque la apa-
ricién de los anti-B2GP-I puede no ser el evento
inicial en la patogénesis del LES, ellos podrian re-
presentar un eslabén que conecta la apoptosis ané-
mala con la diseminacién del epitope para antigenos
nucleares expuestos sobre las superficies de los cuer-
pos apoptdticos y las MP.
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