;PUEDEN LAS
INMUNOGLOBULINAS
ENTRAR A LAS

CELULAS?

El sistema inmune estd constituido
principalmente por tres componentes,
el sistema inmune humoral, el siste-
ma inmune celular y el sistema del
complemento. Se describe que la res-
puesta inmune humoral actuaria como
un nexo entre los sistemas. Tradicio-
nalmente, la acciéon de las inmuno-
globulinas (Igs) se ha limitado al me-
dio extracelular, ya sea reconociendo
Ags de superficie celular o circulan-
tes. Asi, Anticuerpos (Acs) que reco-
nocen a su Antigeno (Ag) entregan una
seflal capaz de reclutar células
linfocitarias y proteinas del comple-
mento, que llevan a la destruccién de
la célula que presenta el antigeno es-
pecifico.

Las Igs que participan directamen-
te en enfermedades autoinmunes han
sido utilizadas como una herramienta
diagnéstica, sin atribuirle un rol pato-
l6gico especifico mds que la injuria
mediada por complemento y la forma-
cién de complejos inmunes. Sin em-
bargo, existen evidencias de que éstas
no serian las unicas funciones que los
Acs ejercerian en este tipo de patolo-
gias.

Por todos los antecedentes que se
disponen hasta la fecha, el dogma que
indica que las Igs sélo actdan en el
compartimento extracelular parece ser
algo del pasado. En 1978, Alarcon-
Segovia y col describieron por prime-
ra vez que IgG contra ribonucleo-pro-
tefnas eran capaces de ingresar y re-
conocer a su Ag en niucleos de
linfocitos viables. A partir de ese mo-
mento, numerosos autores han descri-
to el ingreso de Igs al interior de célu-
las vivas de distintos tipos celulares,
tales como monocitos nucleares,
neuronas, fibroblastos, células epite-
liales, glomerulares, hepdticas y
neopldsicas.
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Figura N°1

Anticuerpo mononuclear 3E10, pene-
tra en células COS-7 vivas y se localiza a
nivel nuclear. A: tincién con Hoechst, que
se une al DNA e identifica los ntcleos.
B: mAb 3E10 unido a FITC, identifica el
anticuerpo al interior de los nicleos. C:
Etidio homodimero, identifica células
muertas (nucleos rojos) y permite la iden-
tificacién de niicleos en células vivos (nd-
cleos sin tefir). Barra: 5 pm.

En el presente articulo se presen-
tan las teorias que intentan explicar
como ingresan las Igs al interior de las
células, su implicancia en patologias
autoinmunes y las posibles utilizacio-
nes de estos anticuerpos en el disefio
de nuevas estrategias terapéuticas.

MECANISMO

DE INGRESO DE
INMUNOGLOBULINAS
A LAS CELULAS

El mecanismo exacto de cdmo in-
gresan las Igs al interior de las células
atn no se conoce con exactitud y los
resultados hasta ahora publicados son
disimiles. Por un lado, se describe que
el ingreso de Igs a las células no utili-
zaria los mecanismos cldsicos de
endocitosis mediada por receptor, ya
que se realiza con alta tasa de inter-
nalizacién, aparentemente no es de-
pendiente de temperatura y no se
localizan significativamente en vesi-
culas endociticas; utilizarian un trans-
porte proteico en su paso desde el cito-
plasma al nicleo y solo aquellos
isotipos que reconocen Ags in-
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tracelulares serian capaces de entrar a
la célula. Sin embargo, también se ha
descrito el ingreso de las Igs a través
de endocitosis mediada por receptores
que reconocen la fraccién Fe (porcion
distal de la cadena pesada de Ig), sin
descartar otras vias de ingreso tal como
la via descrita para calreticulina (pro-
teina multifuncional que entre sus fun-
ciones destaca el ser chaperona en el
citoplasma y reticulo endopldsmico
rugoso), que podria actuar como re-
ceptor de superficie celular para la
penetracion de Acs a la célula.

Por otro lado, las IgGs que ingre-
san a la célula tendrian caracteristicas
especiales y serian del isotipo 2a. IgG
2a posee en sus regiones hiper-varia-
bles CDR2 y CDR3 de las cadenas
pesadas, motivos con residuos basicos,
generalmente residuos de arginina, que
facilitarian el reconocimiento y el in-
greso al medio intracelular, dando de
esta forma especificidad al proceso.

La visualizacién de las Ig dentro de
las células ha sido la evidencia clave
para demostrar el ingreso de estos Acs
alas mismas. Sin embargo, muchos de
los detractores de este fendmeno indi-
can que la visualizacién de las Igs a
nivel nuclear mediante técnicas de
microscopia de fluorescencia, corres-
ponden a artefactos que se producirian
durante la preparacién de la muestra.
Con el fin de demostrar que este fend-
meno no era producto de artefactos en
la técnica empleada, es que Weisbart
y col (2000), realizaron experimentos
en células COS-7 vivas utilizando un
anticuerpo monoclonal (mAb) llama-
do 3E10. En la Figura 1A se aprecian
los ntcleos tefiidos con Hoechst que
tifie el DNA (azul); 1B muestra el in-
greso de mAb 3E10 marcado con
FITC (verde) y 1C con etidio
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homodimero (rojo) que sélo tifie las
células muertas. Con estos resultados
se demuestra que Acs especificos
como mAb 3E10, que estd dirigido
contra doble hebra de DNA, pueden
ingresar a células, que estos Acs al-
canzan su antigeno en el nicleo y que
son incorporados a células vivas, por
lo que la visualizacion de Ig en el nd-
cleo de las células no se deberia a ar-
tefactos atribuibles a la técnica, sino a
que efectivamente las Igs entrarian a
c€lulas viables.

IMPLICANCIA
EN PATOLOGIAS

Los Acs involucrados en enfer-
medades autoinmunes contra Ags
nucleares han sido agrupados y de-
nominados ANA (Anti-Nuclear
Antibodies). Entre ellos estdn los des-
critos para Lupus Eritematoso
Sistémico (anti-Sm y anti-dsDNA),
Esclerosis Sistémica Generalizada
(anti-topoisomerasa 1) y Esclerosis
sistémica localizada (anti-centro-
mero). Dichos Acs han sido utilizados
desde hace tiempo en clinica como
herramientas diagndsticas para estas
patologias. También se han descrito
Acs contra el antigeno nuclear Hu, que
ha sido involucrado en la fisiopa-
tologia de Neuropatias paraneoplasi-
cas; Acs anti-recoverina, una proteina
de 23 kDa presente en células bipo-
lares y fotorreceptoras de retina, que
pueden inducir apoptosis en dichas cé-
lulas y con ello producen pérdida pau-
latina de la vista; Acs anti-hsp27 im-
piden la estabilizacion de actina en el
citoesqueleto de células neuronales de
retina, induciendo la muerte de estas
células.

Actualmente, se postula que la pre-
sencia de Acs contra antigenos celula-
res no siempre seria nociva para el or-
ganismo, ya que en algunos casos las
Igs cumplirian un rol fisiolégico, par-
ticipando en la regulacién de au-
toantigenos circulantes y ejerciendo
una funcién protectiva frente a enfer-
medades autoinmunes y neopldsicas,
siendo la desregulacién de estos pro-
cesos preventivos una de las causales
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Figura N° 2
Anticuerpos anti proteina NB, inducen
apoptosis en células de neuro-blastoma
humano. A-C: microscopia de luz; D-F:

_tincion de Hoechst que tifie los nicleos.

A y D muestra sefiales morfoldgicas de

induccion de apoptosis (flechas indican

nicleos condensados y cuerpos

apoptéticos), luego de incubar con Ac

provenientes de dadores positivos de Igs
especificas contra proteina NB. B y E
muestran la morfologia luego de incubar
con Acs provenientes de dadores negati-
vos. C y E son controles sin tratamiento.
A-F: aumento 400X. ; -

en el desencadenamiento de estas pa-
tologias. Al respecto, David y col
(1999) demostraron que Acs contra la
proteina NB de 260 kDa, expresada
especificamente por parte de las célu-
las de una neoplasia extracraneal de-
nominada Neuroblastoma, pueden in-
ducir directamente a las células que
presenten dicho Ag a apoptosis; de esta
forma el gran porcentaje de reversion
de esta neoplasia en nifios se deberia a
la actitud protectora que presentarian
estas Igs. La Figura 2 muestra como
Acs especificos contra la proteina NB
presentes en individuos sanos pueden
inducir apoptosis en células de culti-
vos primarios de Neuroblastoma. En
la Fig 2D se aprecia como al incubar
estas c€lulas con estos anticuerpos,
aparecen signos caracteristicos de
apoptosis como nicleos picnéticos y
cuerpos apoptéticos, mientras que da-
dores negativos de estos Acs no son
capaces de inducir la muerte celular
programada (Fig 2E).

COMO LAS Igs
INDUCEN
APOPTOSIS?

Basadndose en lo expuesto anterior-
mente, es necesario ahondar en el vin-
culo que presentaria el ingreso de Igs
a las células y la induccién de
apoptosis (muerte celular programa-
da). Una vertiente indica que durante

- la apoptosis se presentarian antigenos

nucleares a nivel de la superficie ce-
lular, como motivos de DNA u otras
proteinas especificas del interior de la
célula, que permitirian el reconoci-
miento de dichos antigenos con la con-
secuente expansion clonal de linfocitos
B capaces de producir autoan-
ticuerpos. Con ello se podria desenca-
denar una enfermedad, por ejemplo
Lupus Eritematoso. Otros investigado-
res postulan que la presencia de
autoanticuerpos puede ser el evento
que precede a la apoptosis. Asi,
autoanticuerpos presentes en circula-
cién ingresarian a las células, recono-
cerian a su antigeno intracelular y las
inducirian a apoptosis. Las vias de se-
flalizacion intracelular involucradas en
la activacién no han sido bien diluci-
dadas. Sin embargo, se ha propuesto,
como se aprecia en la Figura 3, que
las Igs podrian unirse a receptores Fas
(conocidos receptores pro-apop-
toticos) y activar la cascada de
caspasas (proteinas efectoras de
apoptosis). A su vez, las Igs podrian
generar una deprivacién de citoquinas,
siendo ésto una sefial de muerte celu-
lar, o bien activar moléculas pro-
apoptoticas al ingresar a la célula. Por
otro lado se describe que Acs contra
proteinas mitocondriales generarian un
cambio en el potencial de la membra-
na interna mitocondrial, desencade-
nando la liberacién de Citocromo Cy
posterior activacién de caspasas. Fi-
nalmente se ha relacionado a los Acs
contra proteinas nucleares como mo-
Iéculas capaces de interferir con los
procesos de reparacion celular y esta-
bilizacién de citoesqueleto, con ello se
altera la homeostasis celular y se en-



tregan sefales pro-apoptdticas
(Williams y Peen, 1999).

NUEVAS
ESTRATEGIAS
TERAPEUTICAS

Se ha presentado en este articulo
como es que las Igs pueden entrar a
las células y como podrian estar aso-
ciadas a diversas patologias. De igual
forma, se ha informado respecto de la
especificidad que deben presentar los
anticuerpos para que ingresen a las
células y como soélo aquellos
anticuerpos que reconocen un antigeno
intracelular son capaces de penetrar
una célula viva. Utilizando este razo-
namiento, es que diversos investiga-
dores han iniciado nuevas estrategias
terapedticas.

Es conocido que uno de los facto-
res involucrados en la enfermedad de
Alzheimer seria el estrés oxidativo que
presenta el sistema nervioso y el con-
secuente dafio neurodegenerativo.
Weisbart y col (2000) disefiaron un
nuevo sistema de transfeccion de pro-
teinas, utilizando la especificidad que
presentan las Igs. Unieron en forma
covalente catalasa (enzima protectiva
contra el estrés oxidativo) a un Ac
monoclonal capaz de penetrar células
neuronales. La Figura 4 muestra como
al incubar previamente con el Ac con-
jugado a catalasa se disminuye el por-
centaje de muerte en las células al so-
meterlas a un tratamiento con H,O,,
sin embargo esta proteccion no estd
dada ni por la catalasa, ni el Ac por si
solo. De esta forma se puede entregar
una proteina completamente funcional
a un tejido especifico.

Otro ejemplo es la aplicacién en
terapias anticancerigenas. Tse y
Rabbitts (2000), crearon un constructo
que posefa las secuencias necesarias
para el ingreso de una Ig a la célula,
seguida de la secuencia de Caspasa 3
activa. De esta forma se expreso una
proteina capaz de ingresar a la célula
con otra efectora de apoptosis. Esta
proteina de fusion fue capaz de indu-
cir apoptosis en las células que pre-
sentaban el Ag pero no asi en aquellas
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Figura N° 3
Esquema propuesto de la induccién de
apoptosis por Inmunoglobulinas. El in-
greso de Igs puede activar proteinas pro-
apoptéticas como BAX, alterar el poten-
cial de membrana el mitocondria liberan-
do Citocromo C, activar receptores de
muerte como Fas, activar caspasas o ac-
tivar endonucleasas como PARP que lle-
van al punto de no retorno desencadenan-

do el proceso de apoptosis.
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Figura N° 4

Anticuerpo mononuclear 3E10 conju-
gado a catalasa proteje a neuronas
corticales de rata de la injuria producida
por el peréxido de hidrégeno (H,0,).
Control: neuronas sin tratar; Catalase:
neuronas tratadas solo con catalasa;
Antibody: neuronas tratadas solo con
mADb 3E10; Conjugate: neuronas tratadas
con mAb 3E10 conjugado a peroxidasa.
L: ensayo de células vivas; D: ensayo de
células muertas. Barra: 20 um.

que no lo poseian. De esta forma se ha
iniciado un nuevo camino en la elimi-
nacién de poblaciones celulares espe-
cificas, como en el caso de las
neoplasias, sin alterar las que no pre-
sentan anomalias.

Finalmente las proyecciones que

presentan este grupo de inmuno-
globulinas aparece como muy
promisorio, ya sea para un diagnosti-
co mds eficaz de las enfermedades
autoinmunes, como también para la
creacion de nuevas estrategias terapéu-
ticas que no s6lo podrian restringirse
a este tipo de enfermedades, sino que
podria abarcar otros grupos como es

el caso de las enfermedades
neoplésicas.
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