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Respuesta inmune frente a antigenos de

retina en pacientes con retinitis pigmentosa

y sindrome de Usher

ALBERTO GOMEZ!
MaRria CoNSUELO ROMERG?
MARTALUCIA TAMAYO S

Resumen

Introduccién. Diferentes tipos de reacciones inmunoldgicas han sido implicadas en la
retinitis pigmentosa como causantes de degradaciones retinianas que pueden resultar en
una pérdida visual acelerada. Sin embargo, éstas no se han asociado a diferentes estados de
la enfermedad y no existen reportes de respuesta inmune en el sindrome de Usher.

Objetivos. Analizar la respuesta inmune celular y humoral frente a antigenos de retinay
péptidos retinianos, tanto en pacientes con retinitis pigmentosa como con sindrome de
Usher, y en un grupo control.

Materiales y métodos.Se prepararon extractos de retinas humanas y bovinas, y se
aislaron sus proteinas para definir su capacidad antigénica mediante pruebas ELISA y
Western blot. Se analiz6 la blastogénesis celular (transformacion morfolégica de linfocitos
pequefios maduros en células grandes capaces de sufrir mitosis) frente a fracciones proteicas
obtenidas por transferencia a papel de nitrocelulosa del gel posterior al corrido electroforético,
asi como frente a dos péptidos (M y D) derivados de la secuencia del antigeno S, reportado
como generador de uveitis en modelos de raton.

Resultados.Se encontraron reacciones significativas frente a algunos antigenos y se
determinaron diferencias en la especificidad de la respuesta de linfocitos T (inmunidad
celular) en funcién de la patologia.

ConclusionesLos pacientes con retinitis pigmentosa presentan inmunidad celular activa
frente a los extractos retinianos, frente a la fraccion F1, la cual comprende antigenos de
bajo peso molecular (<36 kDa), y también frente a los péptidos My D. Los pacientes con
sindrome de Usher y con algunos subtipos genéticos de retinitis pigmentosa presentaron
una correlacién entre el tipo de la enfermedad y el grado de inmunorreactividad frente a los
antigenos utilizados en estos experimentos.

Palabras clave:retinitis pigmentosa, sindrome de Usher, autoinmunidad, linfocitos T,
Colombia.
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Title: las funciones de los fotorreceptores y
. . ) _del pigmento epitelial[1-9].

Immune responses agalnst retinal antlgens n
patients with retinitis pigmentosa and Usher )
syndrome Este conjunto de enfermedades ge-

néticas implica la degeneracion progre-
siva de los fotorreceptores como una
Introduction: Immune reactions have been Caracteristica principal[10-12]. El pa-
implicated in retinitis pigmentosa as the cause ofciente tipico con retinitis pigmentosa

retinal degradations which may resultin accelerate¢ofiere ceguera nocturna y muestra una
visual loss. However, these reactions have not been

associated to different subtypes of thesep_erdlda prer_eSIVa d? I_a vision perife-
pathologies, and they do not include studies on théica, caracterizada clinicamente por la

Usher syndrome. disminucién de su campo visual. La
Objective: We tested both humoral and cellular duracion de la e_nf_ermedad depende de
immune responses to isolated retinal antigens anth. edad de aparicion y de la gravedad
peptides in patients and controls. del tipo de retinitis pigmentosa corres-

Abstract

Materials and methods:We prepared human and pondiente.
bovine retinal extracts, and fractioned their proteins

to define their corresponding antigenicity by  Otros hallazgos oftalmoldgicos ca-
ELISAand Western Blotalssalys.Weallsoanalyzedrac,[e”,Sticos son la despiamentacién o
the proliferative response to protein fractions g o Pig ) o
obtained in nitrocellulose transferred proteins andatrofia del epitelio pigmentario retinia-
to S-antigen derived peptides M and D, which wereng, los depdsitos de pigmento en la
reported as uveitogenic in mice. retina (espiculas de hueso) y el estre-
Results:Significant reactions were detected againstchamiento de los vasos retinianos. Las
some of the antigens in patients and notin controlsg|teraciones pigmentosas suceden
depending on the clinical subtypes. principalmente en la periferia y pre-
Key words. retinitis pigmentosa, Usher’ syndrome, S€ntan un patron perivascular[13,14].
autoimmunity, T lymphocytes, Colombia.
Para entender las degeneraciones
Introduccion retinianas, es necesario entender la
estructura de la retina normal, cuya
La retinitis pigmentosa, término funciéon primaria es la fototransduc-
comun para las retinopatias pigmen-ion o la deteccién de fotones segui-
tarias heredadas, caracteriza diferenda de un adecuado envio de sefiales al
tes enfermedades que involucrancerebro. Las primeras etapas de esta
degeneracion retiniana. La retinitis pig-via ocurren en las células de la capa
mentosa se ha definido de varias made fotorreceptores, conos y bastones,
neras con un comun denominador: sen donde las moléculas de opsina aso-
trata de un grupo de alteraciones heeiadas a los cromoéforos sensibles a la
reditarias que afectan primariamenteluz estan incluidas en la membrana
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plasmatica de cada célula. Cuando eseidn de las membranas con proteinas
tas opsinas absorben un foton, se actimutantes y los niveles aumentados de
van y activan a su vez una proteina GGMP ciclico, causados por la interrup-
denominada transducina. La transdu<cion de la cascada de fototransduc-
cina activada hidroliza al GMP ciclico cion, pueden activar la muerte celular
mediante la fosfodiesterasa (PDE) coprogramada[10,11,17]. Las proteinas
rrespondiente. Cuando bajan los nive-oculares, en consecuencia, pueden fil-
les de GMP ciclico no hidrolizado en trarse al torrente sanguineo y sensibi-
el citoplasma, los canales idnicos delizar al paciente, induciendo un
la membrana plasmética se cierran, Igproceso autoinmune, el cual ha sido
cual conduce a un aumento de la popropuesto con base en modelos ani-
larizacion de la membrana. males de la enfermedad[19-23] y en
estudiosin vitro en el modelo huma-

Otras proteinas especializadas interno[24-33]. En el presente estudio se
vienen en la modulacion e inhibicion prepararon extractos de retina huma-
de esta cascada funcional, hasta recoma y se aislaron las proteinas y pépti-
vertir a las opsinas a su estado inactidos correspondientes, con el propésito
vo fotosensible. Aunque este procesale definir su antigenicidad mediante
tiene lugar tanto en conos como enpruebas de ELISA e inmunoelectro-
bastones, las enzimas involucradas sotransferencia o Western blot. Ademas,
especificas de cada tipo celular[11,15]se analizaron las reactividades blasto-
El proceso degenerativo se inicia cuangénicas celulares frente a fracciones
do un fotorreceptor deja de ser fun-proteicas obtenidas en la transferen-
cional debido a un defecto que puedecia a nitrocelulosa de las proteinas se-
ser bioquimico o estructural. Si la en-paradas por electroforesis, asi como
fermedad afecta principalmente a losfrente a dos péptidos (M y D) deriva-
bastones, la pérdida visual progresalos de la secuencia del antigeno S, el
desde la periferia hacia el centro de lecual habia sido reportado anteriormen-
retina, causando al paciente una visiorte como generador de uveitis en el
en tunel y ceguera nocturna. modelo de ratén[20,23,34].

Por el contrario, las enfermedades . 3
que afectan primariamente los Conog\/laterlalesymetodos
usualmente destruyen primero la re-
gién central de la retina o méacula, en
la que los conos son mas abundan- Se estudiaron 21 pacientes con
tes[16-18]. La apoptosis también haretinitis pigmentosa y 10 pacientes con
sido implicada en la degeneraciénsindrome de UsherUsher tipo |-
retiniana, puesto que la desestabilizalUSH1: OMIM 276900;Usher tipo Il

Sujetos
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— USH2: OMIM 276901, 276905 y relacionadas con patologia ocular. Las
605472;Usher tipo Ill- USH3: OMIM  retinas humanas provenian de indivi-
276902) de la consulta del Instituto deduos donantepost morterma la Cor-
Genética Humana de la Facultad deporacion Banco de Ojos de Colombia
Medicina de la Pontificia Universidad (COBANCOL), a quienes, siguiendo
Javeriana. El rango de edad de lol protocolo de donacion de drganos
pacientes de retinitis pigmentosa fuede dicha institucion, se les tom6 simul-
de 13 a 56 afios, entre los cuales stineamente muestra de sangre perifé-
incluyeron 10 hombres y 11 mujeres.rica que fue procesada e incluida como
Los pacientes con retinitis pigmento- control del sistema autélogo. Los bo-
sa se clasificaron de acuerdo con evinos se utilizaron como fuente prin-
patron de herencia de la enfermedadtipal de antigenos retinianos.

como: autosémica dominante (n=4),

autosomica recesiva (n=9), sindrc')micaAntlgenos

(n=3), esporadica (n=4).y recesiva I}— Extractos retinianos

gada a X (n=2). Los pacientes con sin-

drome de Usher se clasificaron segiun Las retinas humanas y bovinas se
la literatura mundial[38], en Usher tipo obtuvieron en condiciones de asepsia
| (n=2), Usher tipo Il (n=6) y Usher Y se conservaron en PB§hpsphate
tipo Il (n=2), y su rango de edad fue buffered salin¢ con suplemento de
de 16 a 48 afios. Se excluyeron lodnhibidores de proteasas de serina para
sujetos que presentaran enfermedade@feservar su capacidad antigénica
autoinmunes de otro tipo. También se(PMSF, Sigma, USA) a una tempera-
estudiaron 20 controles sanos que ndéura de 4 a 8°C, antes de ser procesa-
presentaban anomalias oculares en élas en nuestro laboratorio. Las retinas
examen oftalmolégico y que no tenianfueron homogeneizadas y fracciona-
historia familiar de enfermedad ocu-das por ultrasonido de acuerdo con el
lar (edades: 9 a 60 afios). Todos logrotocolo descrito por Brinkman y
participantes firmaron el respectivo colaboradores[30]. La concentracion
informe de consentimiento y el pro- de proteinas de los extractos retinia-
yecto fue avalado por el Comité denos se determin6 por el método del
Etica de la Facultad de Medicina de laacido bicinconinico y las soluciones
Pontificia Universidad Javeriana, y fi- resultantes se separaron y congelaron
nanciado por Colciencias. En términos@ -80°C, hasta su utilizacion.
generales, el diagrama de los proce-

sos experimentales se describe en Ipgptidos

figura 3. Ademas, tuvimos acceso a 18

retinas de individuos humanos y 4 de Se prepararon péptidos sintéticos en
bovinos que murieron por causas naun ensayo de fase solida de sintesis

Univ. Med. Bogota (Colombia), 50 (1): 20-40, enero-marzo de 2009
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multiple. La pureza de los péptidos fueafiadié el conjugado correspondiente
superior al 85% de acuerdo con su anafanti-lgG humana marcado con
lisis en HPLC Kigh performance liquid peroxidasa) y las microplacas se in-
chromatography (cromatografia liqui- cubaron una vez mas por 1 hora a
da de alta eficiencia). El péptido M, des-37°C. Después de lavados repetidos,
crito por Yamakiet al[34] como se afiadid el sustrato para la enzima
derivado del antigeno S bovino (aa 303-OPD (©-phenylenediamine dihydro-
320), presenta la siguiente secuenciachloride) y 30 minutos después se
DTNLASSTIIKEGIDKTV. El péptido D agreg6 una solucion de 8O, (1N)
(aa 352-362), descrito por Gregersgin para detener la reaccion. La reaccion
al.[19], presenta la siguiente secuenciapara conocer la concentracién de an-
TEVPFRLMHPQPED. EIl tercer pép- ticuerpos contra los antigenos de reti-
tido utilizado como control de espe- na en cada pozo de las microplacas,
cificidad en la respuesta inmure se leyd y cuantificd (intensidad de la
vitro, fue derivado de la secuencialuz) en un fotémetro Dynatech 600,
de un receptor de estrdgenos, el cuaton una longitud de onda de 492 nm.
presentaba la siguiente secuencia:

KSIQGHNDYMCPATNQCTIDK Electroforesis SDS-PAGE
NRRKSCQACRLRKCYEVGM. Cada
péptido fue disuelto en PBS y esterili-
zado por filtracion.

Las proteinas presentes en los extrac-
tos proteicos se separaron segin su peso
molecular en geles de poliacrilamida
Ensayo inmunoadsorbente enzimatico SDS-PAGE(sodium dodecy! sulfate
(ELISA) polyacrylamide gel electrophore}ig.os
extractos humanos y bovinos se proce-

Los extlrac.t,os tprote!coz s€ d'lljuye'saron de manera independiente e indi-
fon en solucion tampon de carbonas,q, 5| en |a electroforesis (150 voltios/
to-bicarbonato para recubrir micropla-

;. ) 50 mAmp), incluyendo marcadores de
cas estériles (Linbro, USA) a una

tracion de 1 ua/ : peso molecular en cada gel. Las bandas
congfan racion de - Hg/pozo, en InCu'proteicas separadas se pusieron en evi-
bacién de una noche a temperatur

. . Yencia por coloracion con azul de
ambiente. Después de 3 lavados COR: somassie

PBS, las placas fueron utilizadas in-

mediatamente para las pruebas ELISAnmunoelectrotransferencia

o congeladas a -20°C para su postepyestern blot)

rior utilizacién. Los sueros de pacien-

tes y controles se afadieron a cada Las bandas de proteinas obtenidas
micropozo, y las placas se incubaronen la electroféresis se transfirieron a
por 1 hora a 37°C. Después de 3 a papel de nitrocelulosa en un sandwich
lavados con PBS-Tween (0,05%), secatidnico-anionico durante 1 hora (260

Gomez A., Romero M.CTamayo M., Respuesta inmune frente a antigenos de retina en pacientes con retinitis pigmentosa
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voltios/20 mAmp). El papel transferi- coagulada por EDTA en gradiente de

do se recortd verticalmente en uno delensidad de Ficoll-Hypaque, y se

sus extremos y la tira separada se coesuspendieron en medio RPMI 1640

lored con azul de Coomassie para veeon suplemento de 10% de suero fetal

rificar la transferencia. bovino en una concentracion de®10

células/ml.

Elucion de proteinas (extraccion de

proteinas a partir de membranas) Los ensayos de proliferacion se lle-
La membrana de nitrocelulosa res-varon a cabo en microplacas estériles

tante se recorté horizontalmente en 51€ 96 pozos de fondo plano, utilizan-

secciones correspondientes a los sid0 10S siguientes estimulos antigéni-

guientes rangos de peso molecular€0S Por separado: 3 pg/100 ul de

F1<36 kDa. F2=36-66 kDa. F3=67- Péptidos sintéticos; 5 ug/100 pl de ex-
116 kDa. F4=117-200 kDa. F5>200 [ractos de retinas humanas o bovinas;

kDa. Las areas resultantes tenian 5 mn% Hg/100 pl de fracciones disueltag (F1-
de ancho y 2 mm de largo, de acuerF2); 1,5 Hg/100 pl de concanavalina A

do con las recomendaciones de LamtgpgnA) y 1 ug/100 “_I de f|tohemag!u—
et al[36]. Cada seccion de nitrocelu- tinina (PHA). La,s microplacas se in-
losa se disolvi6 y esterilizé en dimetil cUbaron por 6 dias en 5% ¢ 90%
sulféxido (DMSO) con agitacion cons- d€ humedad.

tante y las particulas resultantes se pre-
cipitaron en una solucién tampén de | o )
carbonato-bicarbonato (0,05 mm, dia 0y los mitégenos, en el dia 3 de
pH=9,6). La suspensién se diluy6 enl0s cultivos correspondientes. En el

medio de cultivo estéril RPMI 1640 0_“'3_5_ del f:yltivo, se afiadio 1 uCi de
(Sigma, USA), el cual contiene, entretimidina tritiada a cada pozo y 18 ho-

otros componentes, rojo de fenol y L-"2S después las células de cada pozo
glutamina libre de bicarbonato de SON recolectadas en circulos indepen-

sodio. La concentracion de proteinadlientes de papel de fibra de vidrio.

se ajusté a 0,01 pg/ul para utilizarseLOS circulos se secaron a temperatura

como estimulo antigénico en los ané_ambiente y luego se transfirieron a tu-
lisis de proliferacion celular, siguien- bos plasticos y su radioactividad se eva-

do el protocolo descrito por Abou-Zeid U0 €n un contador de energia beta
et al[35] y por Lambet al[36]. (Beckman, USA).

Los antigenos se afiadieron en el

Ensayos de proliferacion de linfocitos ~ L0S resultados se expresaron como
conteos por minuto (CPM). Se consi-

Se obtuvieron células mononuclea-deraron positivos los indices de esti-
res a partir de sangre periférica anti-mulacion mayores o iguales a 2,0, dato

Univ. Med. Bogota (Colombia), 50 (1): 20-40, enero-marzo de 2009
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umbral obtenido por el método de gra-Resultados
fico de control con limite de confian-
za inferior y superior y el punto de Para la poblacién incluida en este
corte de maxima verosimilitud. Esto estudio, el andlisis bivariado no mos-
se hizo con base en el indice de proliird diferencias estadisticamente signi-
feracion de cada uno de los experimenficativas en edad (p=0,41) entre los
tos realizados con los grupos detres grupos, ni segin sexo (p=0,58).
controles sanos, de pacientes corieciocho retinas humanas pertene-
retinitis pigmentosa, de pacientes corcientes a nueve individuos (edad me-
sindrome de Usher y de control posi-dia de 30,4 afios), y 4 retinas bovinas
tivo con el mitdgeno concanavalina A de 2 machos adultos, se prepararon
(ConA). para utilizarlas como estimulo anti-
génico en pacientes y controles. Las
retinas humanas y bovinas fueron con-
vertidas a soluciones de 4 a -16 mg/ml
Se corri6 una prueba preliminar Y 30-40 mg/ml, respectivamente, y lue-
univariada de frecuencias simples,90: reunidas en una solucion conjun-
para cada grupo de estudio. Luego, s& (00)) humana o bovina de 0,5 a 1
utilizé un analisis bivariado para com- Mg/ml. Antes de hacer las soluciones

parar la edad (varianza simple) y el sexd@?onjuntas, tanto en humanos como en
(valor alfa de ji al cuadrado =0,05). EI Povinos, se analizaron cada uno de los

punto de corte para determinar el in-€xtractos sonicados de manera inde-

dice de estimulacion se definié por elPendiente en un gel de poliacrilamida
método de grafico de control con li- (SDS-PAGE). Algunas de las prepara-
mite de confianza inferior y superior, ciones individuales se presentan en la
y el punto de corte de maxima verosi-figura 1.

militud, estableciéndose en 2,0. Las

diferencias obtenidas en los indices de La especificidad de los anticuerpos
estimulacion de cada grupo estudiafresentes en los sueros de pacientes y
do se evaluaron por la prueba decontroles se analiz6 con pruebas
Kruskal-Wallis. Un andlisis final pa- ELISA. A pesar de encontrarse claras
reado mdltiple indicé diferencias es- reactividades tanto en los ELISA como
tadisticas con un valor alfa de 0,016en las inmunoelectrotransferencias, no
(0,05 en 3 grupos). La base de datose encontraron diferencias cualitativas
se elabor6 en el programaotus 0 cuantitativas sistematicas entre pa-
Worksy el andlisis de esta informa- cientes y controles en las reacciones
cién se hizo en el programa Stata verfrente a extractos totales. Al analizar
sién 7.0. las especificidades de los anticuerpos

Andlisis estadisticos

Gomez A., Romero M.CTamayo M., Respuesta inmune frente a antigenos de retina en pacientes con retinitis pigmentosa
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Figura 1. Corrido electroforético ¥DS-

PAGE) de extractos de retinas humanas.
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Analizamos luego la especificidad
de la respuesta inmune celular (linfo-
cito T) utilizando extractos totales y
sus fracciones disueltas, tanto como los
péptidos sintéticos derivados de la se-
cuencia del antigeno S, un reconoci-
do inmundégeno en sistemas experi-
mentales de enfermedades oculares
tales como la uveitis autoinmune. Las
tablas 1, 2 y 3, y las figuras 2a, 2b y
2c, muestran los indices de estimula-
cién en los tres grupos experimenta-
les incluidos en nuestro trabajo: retinitis
pigmentosa (21 pacientes), sindrome
de Usher (10 pacientes) y controles

en pruebas de inmunoelectrotransfesanos (20 individuos). Los resultados
rencia, no se encontraron patrones dipptenidos del anélisis de las diferen-

ferenciales que pudieran asociarse fes variables en los diferentes grupos
la enfermedad ocular.

de estudio frente a cada antigeno o

Tabla 1
indices de proliferacion de linfocitos de pacientes con retinitis pigmentosa.
Los pacientes fueron clasificados en dos categorias: 1- respondedores (negro)
y 2- no respondedores (blanco)

Paciente

Extracto | Extracto [ Péptido 1] Péptido 2] Péptido 3
Subtipo RP | humano | bovino .

Fraccién 1| Fraccion 2 Fraccién 3 | Fraccion 4

Univ. Med. Bogota (Colombia), 50 (1): 20-40, enero-marzo de 2009
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Indice de proliferiacién celular

Pacientes con Retinitis Pigmentosa

0O Extracto humano O Péptido 2 (D) @ Fraccién 2 B Fraccién §
B Extracto bovino B Peptido 3. O Fraccién 3 O ConA
O Péptido 1 (M) B Fraccion 1 B Fraccion 4 O PHA

indice de proliferacién celular

Extracto Extracto Peplido 1 Péplido2 Peéptido 3 Fraccion 1 Fraccion 2 Fraccion 3 Fraccion 4 Fraccion 5 ConA PHA

humano  bovino M) {D)
Antigeno
O1ARS 048 a|7E @10AR W13AR BIGLX O19AD
B2 AR WSE oss o1ap W14 AR 017 AD D20E
O3AR BEAR WIE O12AD @15Lx O18AR az1 AR

Figura 2a. Reactividad inmune celular frente a antigenos retinianos y mitdgenos en
pacientes con retinitis pigmentosa, expresada en indices de estimulacion. ConA:
concanavalina; PHA: fitohemaglutinina.

Gomez A., Romero M.CTamayo M., Respuesta inmune frente a antigenos de retina en pacientes con retinitis pigmentosa
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Tabla 2
indices de proliferacion linfocitaria en pacientes con sindrome de Usher.
Los pacientes fueron clasificados en dos categorias: 1- respondedores (negro)
y 2- no respondedores (blanco). ConA: concanavalina; PHA: fitohemaglutinina.

Extracto | Extracto | Péptido Péptido | Péptido | Fracciéon Fraccién Fraccion | Fraccién | Fraccién
Paciente | Tipo Usher | humano bovino 2(D) 3 1 2 3 4 5
1 Tipo I 1.6 0,7 1 0,7 1 0,5
2 Tipo I1I 17 0.6 17 0.5 1 1.6
3 Tipo I 13 13 14 23 17
4 Tipo I 14 1.6 13 14 0.9
5 Tipo IT 0.5 .3 3
6 Tipo IT 0,6
7 Tipo I
8 Tipo IT
9 Tipo I
10 Tipo I
[ Promedios [ 25 [ 15 [ 29 26 [ 14 [ 10 [ 22 [ 15 ] 14 [ 09 [ 39 ] 80 ]
30
5 25
=
8 20
5
5 15
g
£ 10
° .
8 5} S I I | n
] || |
8 0 ol
k< Tipo | Tipo Il Tipo i Tipo Il Tipo Il Tipo Il Tipo | Tipo I Tipo I Tipo Il
-1
= 1 2 3 4 5 3 7 8 9 10
Pacientes con Sindrome de Usher
OExtracto humano OPéptido 2 (D) BEFraccion 2 EFraccion 5
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Figura 2b. Reactividad inmune celular frente a antigenos retinianos y mitégenos en
pacientes con sindrome de Usher, expresada en indices de estimulacion. ConA:
concanavalina; PHA: fitohemaglutinina.
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Tabla 3
indices de proliferacion linfocitaria en controles sanos. Los controles fueron clasificados
en dos categorias: 1- respondedores (negro)
y 2- no respondedores (blanco).
ConA: concanavalina); PHA: fitohemaglutinina.

Extracto | Extracto | Péptido Péptido Péptido Fraccién | Fraccién Fraccién
Control | humano bovino 1(M) 3 1 2 Fraccién 3 | Fraccién 4
1 1 0.4 0.4 0,3
2 0,5 0.4 0,5 1
3 1.7 1 0.9 14
3 0.9 ] 0,5 0.7
5 0,8 1,8 2,6 0,8
6 0,2 0,7 2 1,3
7 0,9 0.8 0,9 1,2
8 0,2 0,6 0,2 0.4
9 0,9 1 1,1 1,1
10 0,6 0.8 03
11 0,3 1,5 1 1,6
12 0,6 1,9 1,1 1.2
13 0,3 0,9 1.3 1.3
1z 0.4 T3 03 0.6
15 0,6 0,9 1 1,6
16 1,6 1 0,8 0,3
17 1 L1 1,2
18 0,6 1,3 1
19 0,2 0.9 0,7 0.9
20 0,5 0,2 ] 0,7 ] 1
Promedios 0,7 1,2 1,6 1,2 1,0 1,0 1,2 1.2 1,5 1,2 275 223
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Figura 2c. Reactividad inmune celular frente a antigenos retinianos y mitégenos en
controles sanos, expresada en indices de estimulacion. ConA: concanavalina); PHA:
fitohemaglutinina.
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inmundégeno, muestran una reactivi-Kruskal-Wallis, obteniéndose una
dad preferencial de los linfocitos a losp>0,05, lo cual validé nuestros anali-
extractos totales, frente a las fraccio-sis triplicados de cada sistema de res-
nes F1 y F5, y frente al péptido D. puesta antigénicia vitro (tabla 5). Las
También encontramos una clara defi-respuestas significativas frente a dife-
ciencia en la respuesta a mitdgenos erentes estimulos se compararon en am-
ambos grupos de pacientes (retinitisbos grupos de pacientes frente a los
pigmentosa y sindrome de Usher), alcontroles sanos, y se encontraron cla-
compararlos con los controles sanogas diferencias en la especificidad de
(p=0,05 y p=0,12, respectivamente)la respuesta inmune. La tabla 4 mues-
(tabla 4). tra una sintesis de las reactividades ce-
lulares frente al extracto total de retina
Para evaluar la reproducibilidad deen los 3 grupos experimentales, y la
los triplicados de cada una de las vatabla 6 muestra los resultados de la
riables, se aplicé un analisis de varianza&omparacion de las medianas de la
ANOVA con un nivel de significancia respuesta diferencial de proliferacion
de alfa de 0,05, utilizando la pruebaen los tres grupos experimentales fren-
exacta de Fisher por el pequefio tamate a cada fraccion disuelta a partir de
fio de los datos analizados y, en casta separacion electroforética del extrac-
de no encontrar homocedasticidad, seo total, lo cual confirma la asociacion
remplazé el ANOVA por la prueba de de la inmunogenicidad de los pépti-

Tabla 4
Reaccion media de cada grupo experimental frente a cada tipo de estimulo antigénico.
El promedio de los indices de estimulacion de las respuestas frente a los antigenos mas
inmunogénicos, se incluye entre paréntesis

Antigeno RP (e) SuU (ie) Control  (ie)
Extracto humano 2919 2,2 4.056 2,5) 506 0,7
Extracto bovino 2777 2.104 806

Péptido 1 (M) 3430 2,7) 4.256 (2,9 927 (1,6)
Péptido 2 (D) 2.858 (2,0 3.926 (2,6) 884 1,2
Péptido 3 2.158 2.152 702

Fraccion 1 2.033 1,8) 3.206 (1,0 641 (1,0
Fraccion 2 2423 2.643 710

Fraccién 3 1.753 1.944 849

Fraccion4 1.853 1.856 1154

Fraccion 5 2.794 1,9 1.219 0,9 665 1,2
ConA 8.258 (6,4) 15.29 (39) 1401 (26,1
PHA 1071 (81 19.73 8,0 1893  (223)
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Tabla 5
Andlisis de validez de los triplicados frente a cada estimulacion antigénica en uno
de los individuos incluidos en la investigacién

KW: Kruskal-Wallis; F: prueba exacta de Fisher.

Estimulo Test gP

Medio de cultivo (a) KW= 0,46 0,8
Extracto humano KW= 1,15 0,56
Extracto bovino F=0,33 0,72
Péptido 1 (M) F=0,12 0,89
Péptido 2 (D) F= 0,39 0,67
Péptido 3 KW= 0,4 0,82
Medio de cultivo (b) F= 0,27 0,77
Fraccion 1 KW= 0,33 0,85
Fraccién 2 KW= 0,04 0,98
Fracciéon 3 F=0,16 0,85
Fraccion 4 KW= 0,09 0,96
Fraccién 5 KW= 0,35 0,84
ConA F=0,29 0,75
PHA KW= 0,14 0,93

dos y de las fracciones disueltas cordices de estimulacion en los diferentes
los diferentes tipos de cada enfermesubtipos clinicos de la retinitis pigmen-
dad analizada. tosa difieren y parecen ser mayores en
los tipos sindrome, esporadico y
Se analizaron, ademas, controles deecesivo, que en los tipos ligados a X y
reaccion autoinmune, utilizando sangreautosémico dominante (tabla 7a). Los
de donantes cadavéricos en fase temindices de estimulacion en los diferen-
pranapost mortemecon el fin de ex- tes tipos de sindrome de Usher no pu-
cluir la posibilidad de una reaccién dieron asociarse a sus diferentes
fisiolégica de base en cualquier tipo desubtipos clinicos (tabla 7b).
individuo contra antigenos retinianos
en un sistema autologo, y también, con_. .,
el fin de excluir la posibilidad de una Discusion
reaccion heterdloga contra componen- La heterogeneidad clinica en las
tes del medio de cultivo. Ninguno de enfermedades retinianas no ha sido bien
los sistemas de reaccion autologa Gustentada, hasta el momento, en me-
heterdloga mostré niveles significativos canismos moleculares definitivos. Sin
de respuesta de proliferacion. Los in-embargo, ésta implica que tanto el am-
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Tabla 6
Significancia de las reactividades celulares frente a algunos de los antigenos
estimulantes en los diferentes grupos experimentales

Antigeno RPvs. Control SU vs. Control RP vs.SU
Extracto humano P= 0,0025 P= 0,015 P> 0,016
Péptido 1 (M) P> 0,016 P> 0,016 P> 0,016
Péptido 2 (D) P> 0,016 P= 0,011 P> 0,016
Fracciéon 1 P=0,0041 P> 0,016 P> 0,016
Fraccién 5 P= 0,012 P> 0,016 P> 0,016
ConA P= 0,0004 P= 0,008 P> 0,016
PHA P= 0,005 P> 0,016 P> 0,016
Tabla 7a

indices de estimulacion en diferentes subtipos clinicos de retinitis pigmentosa.
ConA: concanavalina; PHA: fitohemaglutinina; AR: autosdmica recesiva;
S: sindrome; E: esporadica; LX: ligada al sexo)

Subtipo RP Extracto  Péptido 2 Fraccién 1 ConA PHA
humano

Sindrome 1/2 1/2 2/2 2/2 1/2

Esporadica 1/4 2/4 2/4 3/4 2/4

Autosémica dominante /4 0/4 0/4 4/4 4/4

Ligada a X 0/2 0/2 0/2 0/2 2/2

Autosémica recesiva /9 4/9 3/9 6/9 3/9

Tabla 7b
indices de estimulacion en diferentes subtipos clinicos de sindrome de Usher.

Sindrome de Usher Extracto  Péptido 2 Fraccién 1 ConA PHA
humano

Tipo | 1/2 1/2 1/2 2/2 2/2

Tipo 1l 3/6 3/6 0/5 3/6 3/6

Tipo 1l 1/2 1/2 0/2 1/2 2/2
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biente como un probable trasfondoexistencia de numerosos casos aislados,
genético pueden jugar un papel decisia su “penetrancia” reducida y a una
VO en su expresién fenotipica. Una deconsiderable variabilidad en la expre-
las razones para la complejidad de estasividad de la enfermedad, y al hecho
asociaciones es la amplitud implicita ende que se han reportado ya mas de 100
la definicidon de las “degeneracionesgenes que pueden estar asociados a la
retinianas”. Este término incluye enfer- enfermedad[5].
medades periféricas de la retina, como
la retinitis pigmentosa y la ceguera noc- En la poblaciéon colombiana, de la
turna, enfermedades de la retina ceneual provienen los casos incluidos en
tral, como la degeneracién macular, yel presente estudio (21 pacientes con
varias otras en las que el patronretinitis pigmentosa y 10 pacientes con
degenerativo es muy variable. sindrome de Usher), se han reportado
las siguientes frecuencias de acuerdo
La retinitis pigmentosa, por su par-con su patrén de herencia: autosémica
te, es también genéticamente heterogédominante (19%), autosémica recesiva
nea e incluye patrones de herencig43%), recesiva ligada a X (9,5%) v,
autosomico dominante (20% a 25%),también, grupos de herencia de tipo
generalmente asociada con mutacionessporadico (19%) y tipo sindrome
en los genes de rodopsina o periferina(9,5%)[38,39]. La heterogeneidad cli-
autosomico recesivo (20%) y recesivonica fue también evidente en la respues-
ligado a X (5% a 10%), o bien puedeta inmune cuando se evaluaron los pa-
encontrarse aislada en pacientes sin fecientes con retinitis pigmentosa y
miliares afectados (45% a 50%)[5]. Ensindrome de Usher. Aunque no se en-
la poblacion general, la retinitis pig- contré un patrén Unico de reactividad
mentosa presenta una frecuencia comde anticuerpos en estos pacientes, fue
binada de 1 en 5.000 en la poblaciorevidente que los sueros de cada uno de
mundial[5]. La retinitis pigmentosa ellos reaccionaban contra antigenos di-
puede presentar alteraciones especificdsrentes en los experimentos de inmu-
o no hacerlo, lo que permite hablar denoelectrotransferencia. Los antigenos
dos grandes grupos: la retinitis pigmen-seleccionados en anteriores estudios
tosa como hallazgo Unico o sindrémicopara definir la participacion del siste-
(aislada, esporadica) o la asociada ana inmune en la patologia, son anali-
otras manifestaciones conformando alzados en funciéon de su inmunogenici-
gun sindrome como, por ejemplo, eldad seroldgica, pero es claro que las
sindrome de Usher, caracterizado poproteinas que son inmunodominantes
sordera bilateral congénita no progre-para células B no necesariamente pre-
siva[37,38]. La clasificacién genética sentan el mismo comportamiento para
es dispendiosa y dificil, debido a lacélulas T.
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La activacion y el nimero elevado mecanismos de autoinmunidad, ya sea
de linfocitos T, un incremento en la como iniciadores o como potenciadores
expresion del receptor de la IL-2 y unde la patologia, a partir de una posible
potencial papel de los linfocitos T CD8 ruptura del equilibrio anatdémico en
en reacciones de autoinmunidad a retidonde normalmente son liberados los
na, sugieren mecanismos inmunes ceantigenos secuestrados[24,25].
lulares que pueden contribuir a la
patogénesis de alteraciones degenera- Los péptidos 1 y 2 también indu-
tivas de retina[4,42]. Es asi como busjeron una respuesta mayor de proli-
camos evaluar en este estudio el estad@racion en los pacientes que en los
inmunolégico celular de cada pacien-controles. Estas secuencias correspon-
te, y logramos determinar reaccionesden a los sitios inmunodominantes del
proliferativas asociadas a ambos tiposntigeno S bovino, proteina retiniana
de la enfermedad y a sus respectivofvolucrada en procesos visuales con
subtipos, tal y como se ha demostradaina homologia a la humana del 80%.
en modelos animales equivalentes[40]Dentro de esta proteina se han descri-
Las reactividades mas fuertes y especito tres sitios inmunopatogénicos de-
ficasin vitro se dirigian contra el extrac- nominados péptidos M, N y K, los
to retiniano humano y se presentarorcuales han demostrado la induccion de
diferencias estadisticamente significa-uveitis alérgica experimental en ratas
tivas entre los pacientes con retinitisLewis, cobayos y micos.
pigmentosa o con sindrome de Usher
y el grupo control, en el cual ningdn  Una de las secuencias utilizadas en
individuo respondidn vitro a este es- nuestro estudio correspondié al sitio
timulo antigénico, mientras que ladenominado M, el cual presenta una
mayoria de los controles respondie-secuencia idéntica en los antigenos S
ron de manera clara al estimulo contanto de humano como de bovino[19].
mitégenos. La evaluacién de la respuesta frente a

fracciones proteicas demostré una

Otros investigadores han encontrainayor respuesta a la fraccién F1, que
do resultados similares en huma-contiene proteinas en un rango de 0 a
nos[25,28]. En éstos se habia reporta36 kDa. Este hallazgo parece contra-
do una respuesta celular especificalecir los informes clasicos en los que
aumentada en la retinitis pigmentosa ake reporta al antigeno-S de 45 kDa
compararla con otro tipo de entidadescomo el principal inmundgeno, pero
oculares y con controles normales, concorresponden bien a la propuesta de
cluyendo que el sistema inmune pue-Gery y Streinlein[9], quienes reporta-
de contribuir a estos procesos degeneron un antigeno inmunodominante de
rativos y, posiblemente, participar en23 kDa en casos de uveitis.
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El hecho de encontrar en nuestronos en estas enfermedades, tal como
estudio reactividades especificas mayose ha reportado en trabajos previos,
res frente a algunas fracciones que freneomo una caracteristica de la retinitis
te al extracto global, se puede explicapigmentosa[28]. Uno de los principa-
por la exposiciéon de epitopos que pueles aportes de la presente investigacion
den encontrarse enmascarados en ldse el reporte de la asociacion entre res-
preparaciones iniciales y que se revepuesta inmune celular disminuida en
lan en las preparaciones derivadasdos de los subtipos clinicos de la retinitis
También en el caso de los péptidos spigmentosa, la forma autonémica do-
considera que en la proteina de origeminante y la ligada a X. Este hecho tie-
pueden existir efectos alostéricos quene, al menos, un antecedente en el re-
impidan el reconocimiento de éstos erporte de Chant y colaboradores, por
su estado natural. En este Ultimo casoguanto en éste ningln paciente con la
la degradacionn vivo de la proteina forma dominante respondia vitro al
por parte de células del tejido corres-extracto retiniano, y sélo 1 de 6 con la
pondiente, seria la fuente del péptidoforma ligada a X presentd una activi-
inmunogénico. Otro hallazgo de inte-dad blastogénica débilmente positi-
rés en nuestro modelo es la presentara[25]. Una respuesta inmune positiva
cidn de una clara respuesta inmuneontra la retina en los otros subtipos
frente a estimulos mitogénicos, talespodria explicar la gravedad de la dege-
como la ConA y la PHA en los contro- neracion retiniana en estos pacientes vy,
les, pero ésta es comparativamente deen contraste, una reaccién inmune ne-
ficiente en pacientes con retinitis pig- gativa podria ser el fundamento de la
mentosa y sindrome de Usher. Encaracteristica progresion lenta en los
efecto, solamente 20% a 40% de lossubtipos ligados a X.
pacientes mostraban una respuesta im-
portante (IE> 7,0) frente a estos esti- EIl estado inmunolégico de los pa-
mulos policlonales, con una media decientes con retinitis pigmentosa o sin-
19y 6,406 3,9y 8, respectivamente, drome de Usher podria, en consecuen-
mientras que 70% a 80% de los con<cia, ser evaluado en experimentos
troles mostraron gran proliferaciéon complementarios en otras poblaciones
frente a los mismos estimulos, conpara definir su utilidad en la clasifica-
medias de 27,5 y 22,3 para la ConA ycion clinica de este tipo de enfermeda-
la PHA, respectivamente. En conse-des y, eventualmente, para introducir
cuencia, las respuestas especificas deuevas aproximaciones terapéuticas,
las células mononucleares de los pacomo la utilizacion de agentes inmu-
cientes resultan muy significativas y nosupresores cuyos beneficios se han
debe considerarse el compromiso glo-demostrado ya en el modelo de ra-
bal de la respuesta inmune a mitégetdn[41,42], que podrian controlar el
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desbordamiento inmunitario y su co- Conflicto de intereses

rrespondiente efecto deletéreo en la
camara ocular.

Los autores manifiestan expresa-

mente que durante la realizacién del

Conclusiones

presente trabajo no existio conflicto de

interés alguno que pudiera afectar los
Se encontraron reacciones significafesultados obtenidos.

tivas frente a antigenos retinianos, inclu-
yendo péptidos y fracciones derivadas
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lar en funcion del tipo de la enfermedad
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