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I > LA RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune representa una cadena de
acontecimientos perfectamente regulados, iniciados
por la introduccién de una sustancia antigénica en un
individuo inmunocompetente. Esta respuesta inicial
implica 1la sintesis de moléculas de anticuerpos
especificos contra el antigeno introducido ¥y la
expansioén y diferenciacién de linfocitos con una serie
de funciones efectoras como la hipersensibilidad
retardada y la citotoxicidad celular especifica.
Ademds, los individuos sensibilizados frente a un
antigeno adquieren generalmente un estado de "memoria
inmunolégica® que les pernmite reaccionar mAS
precozpente y c€RR mayor intensidad ante un segundo

estfmulo con el mismo antigeno (136 .

El organismo tiene la capacidad de reconocer un
elevado numerc de antigenos diferentes, frente a los

cuales desarrolla una respuesta esencialmente

sdéntica. Esta propiedad se basa en la existencia de

una gran diversidad de linfocitos divididos en clonas,
cada una de las cuales reacciona con un grupo de

antigenos semejantes estructuralmente.




La existencia de los procesos de respuesta
inmune exige la presencia de controles reguladores muy
perfectos que modulen la expansién y diferenciacioén

celular en niveles eficaces (57).

El sistema inmune estéd formado por una serie de
células y tejidos, fundamentalmente el bazo, ganglios
linfaticos, placas de Peyer, el conjunto de los
linfocitos circulantes en la sangre y linfa y los

elomentos linfoides centrales: timo y médula osea.

El tejido linfoide puede estar difuso 6
agrupado en crganos que, a excepcién del timo, estan

formados por foliculos linfoides.

Los infiltrados 1linfoides difusos existen en
todo el tejido conjuntivo ¢ dermis, corion de las
mucosas ) en forma de manguito perivascular en la
adventicia de los vasos. En los organos linfoides
foliculares se distinguen dos tipos de foliculos: aj
Foliculos primarios, constituidos solo por pequefios
linfocitos maduros. son los unicos que existen en el
recién nacido; o) Los foliculos secundarios , que
representan una corona linfocitaria periferica que
engloba un centro ger-:inativo clarc formado por

células reticulares y linfoblastos.

El ganglio esta poblado por tejido linfoide y
constituido por un entramado conjuntivo, la cApsula y
fibras reticulares; la cortical con 1los foliculos

linfoides y una masa intericlicular formada por

pequefios linfocitos; la meédula que contiene senos
los vasos linfaticos y

medulares y cordones linfoldes;

sanguineos.




El linfocito es la «célula Dbaslica de la
respuesta inmune. Considerado hasta hace tres décadas
como una célula inerte circulante, numerosos estudios
han resaltado su <decisiva importancia en los

mecanismos de vigilancia inmunolégica. Se origina en

la médula ésea a partir de la célula madre (stem cell)

y se diferencia en dos poblaciones celulares:
Linfocitas T y linfocitos B. Los linfocitos T pasan
una importante parte de su desarrollo en el timo, san
las células reguladoras por excelencia y ‘tienen
funciones efectoras comc la citotoxicidad celular
especifica. Los linfocitos B son los precursores de
las células plasmaticas, productoras de anticuerpos y
madurar en las estructuras burso-dependientes (médula
6sea en el hombre). Los dos tipos de linfocitos se
‘dividen a su vez en subpoblaciones funcionalmente

distintas que mas adelante describiremos (42).

Otros tipos celulares implicados en la
respuesta ‘inmunitaria son el sistema monocito-
macréfago con misiones de presentacién antigénica,
produccion de factores activadores de linfocitos Yy
mediacién de la fagocitosis; las células citotéxicas
aatiurales (natural Kkillerd ., que intervienen en
algunos tipos de citotoxicidad inespecifica; 1las
células K (killer) respcnsables de la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos y 1las células

epiteliales especializadas del timo (136).




A> LINFOCITOS

El linfocito es una célula de nucleo denso
nucleclada, con citoplasma poco abundante y Qque

contiene escasos organoides. En su superficile existen

inmunoglobulinas, especialmente en las células B.

Los linfocitos circulan en la sangre y linfa.
Los que nacen en los foliculos tienen sobre todo una
funcién local (células B segregantes de anticuerpos).
Los linfocitos que parten de 1los ganglios no nacen
necesariamente en ellos, ya que existe una
rec. ‘culacién . Ciertos linfocitos abandonan la sangre
periférica llegando a los ganglios. La recirculacion

es protagonizada especialwente por las células T.

SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS

Las linfocitos T & celulas T derivan del timo,
anico érganoc linfoide primario en el mamifero. Las
células que habran de desarfollarse en el timo
aparecen durante la vida embrionaria en higado ¥y
médula osea fetales y se caonocen como células madre o
stem cells. Estas células, por un mecanismo hasta
ahora desconocido, se programan para la migracién Yy
diferenciacién posterior en el timo. En este organo
desarrollan y completan un proceso de maduraciéen que

termina en la elaboracion de linfocitos T

funcionalmente competentes




Durante su estancila en el timo van
desarrollando antigenos de superficie que variar en
algunos casos segun su estadio madurativo y que se han
podido estudiar gracias a la técaica de la8
anticuerpos monoclcnales. De igual forma, adquieren
marcadores comunes o todos los timocitos, como el TL y
otros que definen subtpoblaciones de células T (132).
Finalmente, también adquieren la capacidad de
reconocer antigenos propios relacionados con el

complejo maycr de histocompatibilidad (22, 124).

En este desarrollo intervienen hormonas timicas
(timosina y timopoyetina) secretadas por las células

reticulares y epiteliales de la glandula timica.

Después de salir del timo, las células T
emigran a ganglios linfaticos, amigdalas y bazo,
recirculando también por la sangre y locs ganglios

linfaticos.

Los linfocltos T maduros pueden ser
identificados por su propiedad de formar rosetas
espontaneas ccn eritrocitos de carnero, debido a que
poseen un receptor para algunos componentes
superficiales de estos. También presentan receptores
de membrana para la fraccién Fc de las
inmunoglobulinas y reaccionan con antisueros
especificos obtenidos en modelos animales previamente

inyectados con linfocitos T (26,121).

A pesar de su aparente uniformidad morfoléegica,

los linfocitos timodependientes 5 celulas T, presentan

uyn gran numero de funciones diferentes reguladoras Yy

efectoras que mas adelante describimos.




tos linfocitos B son los precursores de las
células plasmaticas productoras de aaticuerpos y se
encuentran en todos los tejidos linfoides. Las
subpoblaciones funcionales de estos pueden
clasificarse en base a las diferentes clases de
moléculas de inmunoglobulinas que sintetizan. Las
células B precursoras de estas células formadoras de
anticuerpos se denominan By, By, Ba y Be segun que
sintetizen posteriormente IgM, IgG, IgA e IgE. Otra
subpoblacién de linfocitos B es la coustituida por
células B de memoria que SOn las que desarrollan
respuestas secundarias rapidas en una subsigulente

presentacion del antigeno (136).

El desarrollo reciente de 1los anticuerpos
monoclonales ha permitido jdentificar mejor los
receptores que presentan los iinfocitos T y B segun su
estadio madurativo y funcional, por lo que
describiremos a continuacién los fundamentos de esta
técnica , sSu aportacien al estudio del sistema

inmunitario y las poblaciones celulares implicadas en

el.

LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES Y SU APORTACION AL
ESTUDIO DEL SISTEMA INMUNITARIO

La obtencion por Kohler y Milstein de una

célula hibrida entre una ceélula de mieloma que

producia inmunoglobulina sin ninguna actividad de

anticuerpo conacida, pero que era capaz de crecer

nentemente en cultivo y otra célula con capacidad

perma




para producir un anticuerpo bien definido, pero con
una duracién de vida limitada dié lugar a una linea
celular que podia ser sometida a las técnicas
habituales del cultivo de tejidos §y que podia
sintetizar anticuerpos (78). Mediante deteccicen ¥y
purificacién de los clonos activos se cobtuvieron
~élulas dz mieloma hibridas capaces de segregar
anticuerpcs homogéneos de especificidad definida ¥y

afinidad constante.

La experiencia obtenida hasta ahaora indica que
el procedimiento es valido en general y que cualquier
anticuerpo que un animal pueda producir puede también
ser prepa:rado como anticuerpo monoclonal mediante

lineas de mieloma hibridos (37).

El mayor interés de esta técnica deriva de dos
puntos fundamentales: En primer lugar, el anticuerpo
monoclonal producido por un clono aislado es una
sustancia quimica bien definida y no una mezcla
leterogénea que cambla con cada animal inmunizado. En
segundo lugar, Se€ pueden preparar anticuerpos puros a

partir de antigenos no purificados.

POBLACIONES CELULARES DEFINIDAS POR ANTICUERPOS
MONOCLONALES

Desde que se Sé describié la técnica de

anticuerpos monoclonales, distintos grupos de
logrado producir anticuerpos

investigadores han

moncclonales dirigidos contra determinantes




antigénicos de linfocitos i B, timocitos,
granulocitos, monaocitos, plaguetas vy celulas
precursoras de las di=tintas estirpes celulares (147).

Algunos de ellos los exponemos a continuacion.

Anticuerpcs _mongclonales  dirigidos =~ conira
determipantes antigénicos de _ Timocitos y células 1
perifericas..

T Se describis inicialmente que este
anticuerpo monoclonal identificaba un determinante
antigénico que estaba presente en casi la totalidad de
los timocitos y no era expresado por ninguna otra
célula periféerica. Posteriormente se precisé que ese
determinante antigénico se encontraba en la membrana
celular de una poblacién de la medula o6sea (16%) que
incluia protimocitos, células precursoras de células
B, mnieloblastos y quizéas otras células precursoras
especulandose que este marcadar puede ser de utilidad

en la identificacién de la stem cell humana (122).

oK1 9 . La estructura identificada por este

anticuerpo monoclonal es el receptor de -a

transferrina y se expresa en células de muy diverso

origen, pero Qque tienen un elevado metabolismo ©

experimentan una rapida proliferacion , entre las que
se encuentran timocitos fetales, células de 1los

centros germinales. células T estimuladas con diversos

antigenos, lineas tumorales , etc.




OKT 6 .- Este anticuerpo monoclonal identifica el 70%
de los timocltos, la mayoria de 1los cuales se
encuentran en la corteza del timo. No esta expresado
en linfocitos T periféricos ni en timocitos maduros,

que son los localizados en la médula del timo (122).

OKT 11 .- Con este se identifica una estructura
expresada en timocitos y en celulas T periféricas,
pero no en linfocitos B & ceélulas de estirpe
monocitaria. Bloquea especificamente la formacion de
rosetas con eritrocitos de carnero por parte de los
linfocitos T por lo que puede ser que identifique el

receptor de los eritrocitos de carnero.

CKT 3 .- Este anticuerpo monoclonal reacciona con una
estructura expresada en el 95% de los 1linfocitos
periféricos, en la practica totalidad de los timocitos
medulares y en unos pocos timocitos corticales. No
esta4 presente en linfocitos B, ni monocitos , ni
células null, ni ceélulas de estirpe mieloide. La
estructura identificada por este anticuerpo monoclornal
parece ser de vital importancia en la funcionalidad de
los linfocitos T , ya que , ademas de tener capacidad
mitogénica, es capaz de inhibir la proliferacién de
estos linfocitos frente a aloantigenos, ant fgenos

solubles y mitégenos, lo que ha hecho pensar que el

antigeno T3 puede estar relacionado con una estructura

de reconocimiento de 1los linfocitos T. También puede
inhibir fenémenos de citotoxicidad y la produccién de
inmunoglobulinas por los linfocitos cuando estos son

estimulados inespecificamente (3L




OKT 4 y OKT 8 .- Estos anticuerpos monoclonales
reconocen dos estructuras independientes que SO
expresadas simultaneamente en la membrana de los
linfocitos corticales. Los timocitos medulares y los

P

linfocitos T perifer! os , que son reconocidos por el

monoclonal OKT 3, expresan unicamente una de las
estructuras identificadas por estos anticuerpos y SO

por tanto OKT 4 positivos u OKT 8 positivos.

Estos anticuerpos son de gran importancia ya
que identifican dos tipos de subpoblaciones
linfocitarias funcionalmente distintas. Las células
OKT 4 positivas constituyen el 65% de las células T
periféricas y, a pesar de ser un grupo heterogéneo,
funcionan globalmente como células cooperadoras 6
inductoras (helper) . Su presencia es necesaria para
lJa produccién de inmunoglobulirnas por parte de los
linfocitos B, para la generacién de fenémenos de
supresion y potenciaciacién de fenémenos de
~itotoxicidad. En los dos ultimos casos las células

efectoras son linfocitos OKT 8 positivas (42).

La poblacién identificada por el anticuerpo
monoclonal OKT 8 esta constituida por células
efectoras de los fenomenos de citotoxicidad especifica
y de los de supresion (97). Constituyen

aproximadamente el 35% de las células T perifericas.

La relacion OKT 4 / OKT 8 (indice

helper/supresscr) es un parametro muy util para la

evaluacion de las poblaciones linfocitarias mas

importantes que intervienen en la respuesta

inmunitaria, ya que refleja un balance cuyo equilibrio

es necesario para el correcto funcionamiento del




sistema inmune. Entre otras, este indice se encuentra
aumentado en enfermedades autolnmunes del tipo ce la
anemia lemolitica, artritis reumatoide, miastenia
gravis nefropatias con depésito de inmunocomplejos y

hepatitis cronica activa seronegative (12, 32).

En enfermedades en que existe (na depresion
inmunitaria suele haber wun descenso del indice
helper/supressor. Las mas importantes de esias son las
infecciones por virus de la hepatit.s B 4]
citomegalovirus y el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida, en el cua. la inversion del cociente normal
OKT 4 / OKT 8 es uno de los criterios diagnosticos
(79) .

Anticuerpos mopnoclonales dirigidos _contra
determinantes antigénicos unicamente expresados en los
linfocitos B.

B 1.- Este anticuerpo monoclcnal esta dirigido contra
un antigeno de superficie cuya expresion esta limitada
a los linfocitos B. Este antigeno no es ni el receptor
Fe ni el del complemente C3, asi como tampoco esta
relacionado con el antigeno Ia-like. Este antigeno
parece expresarse en la ceélula precursora B adn antes

de la aparicién de inmunoglobulinas citoplasmaticas, ¥

quizas de forma concomitante con la reorganizacién de

los genes de las inmunoglobulinas.




Anticuerpos = monoclopales  dirigidos  irente  a
determinantes antigénicos expresados en 10S NODQCiios
y no en las células B,

OKM 1.- Este es un anticuerpo monoclcnal dirigido
contra un determinante antigénico expresado en los
monocitos de sangre periférica y por los granulocitos.
Este mismo determinante estad expresado por un bajo
porcentaje de células ccn receptores para los hematies
de carnero (linfocitos T) y por un alto porcentaje de
células sin inmunoglobulinas de superticie y sin
marcadores de linfocitos T, y que por tanto quecan

clasificadas como células nulas (null).

Anti Mono 1 y Mono 2.- Estos anticuerpos monoclonales
estan dirigidos frente a dos antigenos diferentes,
Mono 1 y Mono 2, expresados  por linfocitos
periféricos. el antigeno Mono 1 se expresa también en
granulocitos maduros y en células null. Por el
contrario, el antigeno Mono 2 solo esta expresado en

munocitos perifericos, siendo quizas un antigeno que

se adquiere tardiamente en la diferenciacién monocito-

granulocitaria.
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'HETEROGENEIDAD FUNCIONAL DE SUBFOBLACIONES
‘L',Ii\‘FOCITARIAS

Los linfocitos T, como hemos descrito,
desarrollan un importante numero de funciones. Ea
principio se creia que todas estas funciones eran
realizadas por una célula T pluripotencial. En la
actualidad se ha reconocido que existen diversos tipos
de células T que desempefian funciones diferentes y que
presentan, ademas, fenotipos antigénicos distintos
(122).

Fr. base a las diferenciaz de la expresion de
las molécuias CD4 (T4) y CD8 (T8), las células T da
sangre periférica pueden dividirse de manera general
en dos poblaciones. El 65% de las células T en sangre
periférica es T4 positiva, el 35% restante es T8
possitiva. Ambas son T1, T3 y T11l positivas.

La poblacieon T4 positiva contlene las células
efectoras para la hipersensibilidad tardia, células T
que ayudan a que las B se conviertan en células
plasmaticas productoras de inmunoglobulinas, células T
que ayudan al desarrollo de las celulas efectoras
citotéxicas y células T que pueden inducir la
generacién de células supresoras activas. Fero los
efectos reguladores de estas células no se limitarn a
las células linfoldes, ya que producen sustancias
facilitadoras del desarrollo de precursores eritroides
»in vitro* y es probable que la misma subpoblacién
linfocitaria sea importante en la hematopoyesis (25).

Igualmente se ha demostrado que producen una variedad




de factores incluyendo un activador de los
ostenclastus y otros factores solubles que inducen la
proliferacién de fibroblastos y i1a sintesis de

colageno.

La poblacién T8 positiva incluye células 3

efecteoras citotéxicas y células supresoras activas que
pueden 1inbibir las reacclones de hipersensibilidad

tardia y la produccién de inmunogloblinas.

A su vez, las dos principales poblaciones de
células T pueden fraccionarse en subpoblaciones que
difieren en la presencia de otras moléculas de
superiicie celular y en sus caracteristicas
funcicnales. Sin duda, cuanto mas anticuerpos
monoclonales se desarrollen, mas se avanzard en la

divisiéen funcional y fenctipica de las células T (97).

Activacién de la celula T

La activacisn de la célula T por unm antigeno
requiere que esta reconozca no solo a los
determinantes inherentes al antigeno, sino también 1O0s
correspondientes a lJos productos del propio Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (CMH). Por lo general,
lac celulas T4+ reconocen el antigeno junto con las
moléculas de la clase Il ¥y las T8+ el antigeno junto
con las moléculas de la clase 1. Tambien son

necesarias las ceélulas accesorias (macrsfagos, células

dendrfticas, ceélulas de Kupffer y de Langerhans,

células T y B activadas y, en algunos casos, las




endoteliales) que ,primero, procesan y presentan el
antigeno y los productos del CMH en forma adecuada
para que puedan ser reconocidos por el receptor de la
célula T y , segundo, sintetizan y secretan materiales
solubles necesarios para que prosiga la activacion
completa de la célula 1. 'na de astas sustancias es la
interleucina i (IL-1), con actividad mitéogena. Oira es
la interleucina 2 (IL-2), necesaria para (ue
proliferen las clonas especificas de ceélulas T

activadas que reaccionan con los antigenos (136) .

Funcién efectora de la celula T

El namero de células T que se activan frente a

un determinante antigénico es muy pequefio. Por tanto

es necesario un mecanismo para que estas células

mejoren su efectividad. Esto se lleva a cabo por medio
de las 1linfocinas que soOn moléculas solubles que
actuan de forma inespecifica sobre otras poblaciones
de células mononucleares (123). Dos de las funciones
efectoras de las ceélulas T mAs importantes son la

hipersensibilidad tardia y la citotoxicidad.

La hipersensibilidad tardia es fundamental en
la defensa del crganismo contra virus, hongos,
micobacterias y otros microorganismos que Se replican

dentro de 1la célula. La activacion de ia célula T

especi fica conduce a la secrecién de linfocinas como

el factor inkibidor de la migracién que hace que los

macrofagos se acumulen alrededor de la célula T

activada en vez de migrar al azar. Otras liinfocinas,




como el factor de activacion de los macrétagos,
mejoran la actividad citolitica de 1los macréofagos
acumulados. Las células efectoras para reacciones de
hipersensibilidad retardada son T4+ y pueden ser
moduladas en sentido negativo por células T&+ con

mision supresora.

La respuesta frente a antigenos extrafios
trasplantados (aloantigenos) necesita la intervencién
de células T4+ activadas que reconocen al antigeno
como extrafio y la generacién de células efectoras
citotoxicas entre la poblacién de células T8+, que
requieren de la presencia de interleucina 2 secretada
por células T4+. Las células T citotéxicas intervienen
también de forma decisiva en la defensa del huesped
contra virus. La poblacién T8+ citotéxica para un
virus especificc necesita reconocer al virus junto a
las moléculas de la clase I de la célula infectada

(19).
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Ademas de su funcién efectora, las células T
intervienen en la modulacién de la actividad
{nmunolégica. Junto a la regulacién que las células

T8+ ejercen sobre las células efectoras, las

poblaciones de células T regulan el desarrollo de las

células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas.
Las células T4+ ayudan a las células B a diferenciarse
en células plasmati.as productoras de

inmunoglobulinas, mientras que las células T8+ inhiben




la diferenciacion. Esta interaccién puede ser de forme
directa entre células T y B ¢ mediante la secrecion de

moléculas solubles reguladoras por parte de la célula
1 573

Calula B. Evaolucisn fenotipica y funcional

Las células B se desarrollan de una ceélula
madre pluripotencial que puede generar todos los tipos
de células hemopoyéticas. Pero, en una etapa temprana
del desarrollo, divergen de 1los otros elementos

sanguineos y de las células 1,

Las células precursoras B é ceélulas pre-B se
forman en el higado fetal y en la médula 6sea. Caracen
de productos de inmunoglobulina, pero pueden mostrar
otros antigenos de superficie detectables mediante
anticuerpos monoclonales. Estas células se dividen Yy
forman 1linfoblastos con cadenas pesadas p y Sin
cadenas ligeras. También muestran moléculas HLA-DR en
su superficie vy pueden tener receptores para el

fragmento C3b del complemento.

Los linfocitos B presentan inmunoglobulinas
como proteinas integrales en la superficie de la
membrana. Adquieren rapidamente receptores para el
virus de Epstein—Barr. ¢3p, €34 y la regién Fc de
moléculas IgG. Cuando las células B son activadas
pueden diferenciarse en células plasmaticas que
segregan altas concentraciones de inmunoglobulinas o

dividirse y despues regresar 2a un estado de reposo




como linfocitos pequefios B, que son los llamados
linfocitos B de memoria, capaces de transformarse
rapidamente en células plasmaticas cuando hay una

segunda exposicién al mismo antigeno 42).

Las células plasmaticas representan el estado
de diferenciacién terminal para la produccisn ¥y
secrecién de grandes cantidades de inmunoglobulinas

hacia el que se desarrollan todas las células B.

La formacién de células pre-B y posteriormente
de células B no requiere estimulacion antigénica

Pero para la activacién de las celulas B son

esenciales los antigenos y otros mitégenos, células T

que reconocen los determinantes HLA-DR y la mediacién
de sustancias como el factor de crecimiento de la
célula B (FCCB) y los factores de diferenciacién de la
célula B (FDCB). Sobre estos mecanismos pueden actuar
{nfluencias hormonales que modifigquen la intensidad de

la respuesta (136).




CITOTOXICIDAD ESPONTANEA Y CITOTOXICIDAD CELULAR
DEPENDIENTE DE ANTICUERPOS

Las células asesinas naturales ¢ “natural
killer® (NK) son una subpoblacion de linfocitos con
capacidad para reconocer y destruir gran variedad de
células tumorales. Estad constituida por los llamacos
linfocitos granulosos grandes, por su mayor tamafio y
los caracteristicos granulos eosinéfilos en su
citoplasma. Estas ceélulas tienen la capacidad de
reconocer y lisar gran variedad de células diana,
tumorales, algunas de emhrion y médula o&sea normal y
timo y gran variedad de microorganismos. Asimismo, al
infectarse por virus los fibroblastos y otras células
se tornan muy sensibles a las células asesinas
naturales, que participan en la resistencia natural
contra infecciones por ciertos virus (en especial del

herpes’), hongos (criptococos) y parasitos (142).

Se ha propuesto la hipétesis de que las células
citotoxicas naturales representan un mecanismo de
defensa inespecifico frente a la génesis de tumores y
esta confirmada la relacién entre la resistencia al
crecimiento de cilertas lineas tumorales en modelos
animales y la actividad NK , asi como con el

desarrollo de metastasis (54> .

Presentan, ademas, funciones {nmunorreguladoras

pues sintetizan interferén gamma, interferén alfa, IL-

4. 1L~1, ZTactar estimulante de colon'!as, factor de

crecimiento de células B y linfotoxina




El anticuerpo monoclonal HNK-1 reconoce

determinante presente en estas células (1)

La citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (CCDPA) representa la destruccion de
células diana recubiertas de anticuerpos por parte de
linfocitos previamente no {nmunizados frente a las
~élulas diana. &1 estas células son nucleadas, la
actividad CCDA esta mediada por un tipo celular
especializado denominado célula A 6 K (killer), que se
ha demostrade que es mediada por células granulosas
grandes. Se trata de un potente mecanismo en la
eliminacién de algunos microorganismos Y también
participa en la destruccién de tumores y otras células
extcafias. La CCDA suele consistir en uniones de

inmunoglobulinas clase G A ijas c¢élulas Dblanco,

seguidas de la unioén de ciertos tipos de células

efectoras por receptores de superficie celular para la

porcién Fc de igG (57).




B ) EL SISTEMA MONOCITO-MACROFAGO

Un tercer tipo de células, ademAs de los
linfocitos B y linfocitos T, lo constituye la estirpe

de células del sistema ménocito-macrofago.

Estas células juegan un papel decisivo en la
promocién de la respuesta inmunitaria. Asi son
necesarias para la proliferacién de las células T
antigeno—inducidas. en la generacién de células
colaboradoras y en el desarrollo de la respuesta
anticuerpo-dependiente. Los mecanismos por los cuales
se producen estas interacciones son al menos dos: En
primer lugar, los macrofagos {ienen la misién de fijar
el antigeno y presentarselo a los linfocitos T. Esta
fijacion se puede producir de forma inespecifica O
especifica mediante la fijacién de complejos antigeno-
anticuerpo a los receptores de membrana de los
macrofagos. El antigeno fijado es presentado a 1los
linfocitos T que lo reconocen y a los antigenos de

histocompatibilidad del macrofagao.

La segunda funcion importante desempefiada por
estas celulas en la activacién de los linfocitos
consliste en la produccion de un factor, la

interleuquina 1, que potencia la respuesta de 1los

linfocitos T y B.

Ademas de lo referido, los macrofagos tienen la

capacidad de destruir microorganismos ¥ células

tumorales, siendo esta mayor cuando se encuentran

activados por una {nmunizacién previa (136> .




El anticuerpo monoclonal anti-MOZ2 reconcce
especi ficamente a i0os monocitos periféricos, mientras

que el OKM 1 esta dirigido contra un determinante

antigénico expresado en los monocitos de sangre

periférica y los granulocitos.




C > LAS INMUNOGLOBULINAS

Las inmunoglcbulinas son proteinas
pertenecientes a la familia de las gammaglobulinas,
que poseen la capacidad de unirse especi ficamente a
los antigenos y simultaneamente a otras moléculas y
células, iniciando asi wuna serie de reacciones
biolégicas que constituyen la inmunidad humoral. Las
inmunoglobulinas son sintetizadas por Los linfocitcs
B, que en su fase de maxima actividad adoptan la
morfologia de células plasmaticas. Ademds de su
presencia en el suero y en ciertas secreciones las
inmunoglobulinas son importantes componentes de la
superficie de la membrana de los linfocitos B, donde

actuan como receptores antigéenicos (57).

Las moléculas de inmunoglobulinas estéan
organizadas con gran especializacién regional de sus
funciones. La denominada regién variable se encarga
del reconocimiento del antigeno, mientras que la
region constante es la encargada de 1iniciar la
respuesta {nflamatoria. Ademas, cada una de estas
regiones estructurales especificas esta sometida a un
control genético independiente, permitiendo asi la
mutacién individual y la seleccion evolutiva de cada
una de las partes de la molécula, que desempefiara asi
sus funciones adaptéandose a la variabilidad de los

antigenos que puedan presentarse.

A la estructura de las regiones constantes se

le denomina isotipo. Las diferencias dentro de cada

isotipo, resultado del polimcrfismo genetico, se




denominan alotipo. Las regiones variables diferentes
son denominadas idiotipos. Los determinantes
idiotipicos se expresan en la superficie de los
linfocitos T y B.

ESTRUCTURA Y FUNCIONES LAS DIVERSAS
INMUNOGLOBULINAS

La inmunoglobulina G (IgG) es el anticuerpo mas
abundante en el suero, constituyendo alrededor del 75%
de todas las inmunozlobulinas séricas. Con el término
IgG se designa a un grupo de cuatro subclases
distintas de inmunoglobulinas. denominadas
respectivamente IgG 1, IgG 2, IgG 3 e IgG 4,
difererciandose unes de otras por la estructura de la
secuencia de aminoadcidos en .as z0onas de unién. La IgG
1 constituye aproximadamente el 70% del total de IgG y
su estructura es prototipo del resto de lase

inmunoglobulinas.

La molécula presenta forma de Y, estando
constituida por cuatro cadenas polipeptidicas, iguales

dos a dos. Se denominan cadenas ligeras a dos de ellas

que tienen un peso molecular de unos 22.000 daltonms

cada una y las otras se llaman pesadas porque su peso
molecular no es nunca inferior a 5%5.000 daltons. Las

cadenas ligeras puaden ser de dos tipos: Kappa 6

Lambda y son iguales en todas las clases de

inmunoglobulinas. Las cadenas pesadas son

caracteristicas para cada clase ¥ subclase de




o*

inmunoglobulinas. Las cadenas ligeras y pesadas estan

unidas entre si por puentes disulfuro (136).

En la estructuia de Y de 1la molécula, 1la
porcién situada debajo de la unién de los dos brazos
se conoce co o regién Fc y esta compuesta por la mayor
parte de las regiones constantes de las cadenas
pesadas. En esta regién Fc y 2n distintos siti s se
produce la fijacién del complemento. Las otras
regiones, tras la digestién con papaina, se denominan
Fab y en ellas se encuentra la regién variable de la

molécula, donde se reconoce y fija el antigeno.

lLas moléculas de IgG son bacterioliticas en
presencia de complemento, son mediadoras de la
opsonizacién fijandose a los receptores Fc de las
células fagociticas y neutralizan diversas toxinas. La
fijacién de las inmunoglobulinas a los receptores Fc
también es responsable de la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos ya que los macroéofagos
portan sobre su superficie receptores que enlazan IgGl
e IgG3 y sus fragmentos Fc. El1 enlace pasivo de
anticuerpos por tales receptores Fc es el responsable
de que los macréiagos puedan funcionar ya como

citotoexicos (42).

La IgG es la unica clase de inmuncglobulina que
puede atravesar la placenta en el ser humano y es la
responsable de la proteccién del recién nacido durante

los primeros meses de su vida.

La estructura basica de cuatra cadenas de

aminoacidos es coman para todas las inmunoglobulinas,

pero las per tenecientes 2 otras clases tienen




variaciones estructurales y también funcionales. Asi
la molécula de IgM esta compresta por cinco unidades
semejantes cada una de ellas a la molécula ds 1gG,
formando pentéameros y se eacuentran en la membrana de
los linfocitos B. Las IgM son bacterioliticas en
presencia de complemento y también tieren unmn gran
poder aglutinador, formando inrunocon lejos
circulantes vy, generalmente, 1los anticuerpos IgN
aparecen en lea respuesta inmunitaria primaria. Es
también la inmunoglobulina fijedora del complemento
mAs eficiente ya que basta una sola molécula para
iniciar la cascada dul complemento. Esta
inmunoglobulina constituye cproximadamente el 10% del

total de las inmunoglobulinas normales.

La inmupoglobulina A contiene dos subclases de
inmunoglobulina, IgAl e IgAZ2. Es la mas abundante en

los secreciones externas, sintetizada por las células
plasmaticas localizadas en las células epiteliales. Se
encuentra en el suero en forma de dimeros (en pequefia
propcrcién) 6 monémeros y constltuye alrededor del 15%
de las inmunoglobulinas séricas. La IgA secretoria se
compone de dos unidades basicas de cuatro cadenas Yy
una molécula de componente secretorio y de cadena J.
La IgA secretoria proporciona el mecznismo de defensa
primaria contra 1la infeccién local debido a su
abundancia en la saliva, las lagrimas, la mucosa
nasal, las secreciones bronquiales, las secreciones de
{ntestino delgado y bilis, las secreciones vaginales y
el 1liquido prostatico. Su abundancia en estas

secreciones ha hecho que hoy se plense que su funcién

puede ser no tanto la destruccién de antigenos cuanto

1a de impedir el acceso de estcs al sistema

{nmunitario general {36, 572,




"3___La IgD constituye menos del 0,2% de las

1ﬁmunoglubuanas séricas y, jfunto a la 1IN &6
encuentra en la Jsuperficie del infocito B 7y se ha
sugerido que puede estar involucrada en la

diferenclacién ie estas celulas.

La IgE es la inmunoglobulina mas escasa del
suero y la que menos persiste en él. Se fija a las
células cebadas y baséfilos y actua liberando de estos
sustancias vasoactivas que intervienen en la

hipersensibilidad inmediata (136).




D > EL COMPLEMEKRTO

Se denomina complemento & wun grupo de 18
proteinas que se encuentran en el sueroc normal en
forma de precursores inactivos que se activan, sin
aumentar, en la inflamacion induz-ida
inmunolégicamente. Al activarse adquieren propiedades
como la capacidad de incrementar la permeabilidad
vascular, atraer leucocitos y estimular la
fagocitosis, inmovilizar células en el lugar de la
inflamacién y alterar la funcién de la membrana
celular, dando lugar a la destruccién osmotica de la
célula.

En el curse de algunos procesos patolégicos

como es el lupus eritematoso, diversos tipos de
Zlomerulonefritis, infeccién por el virus de la
hepatitis B ¢ algunas arnemias inmunohemoliticas, se
produce un consumo de los factores del complemento y

por tanto un descenso del nivel sérico de estos.

Los componentes del complemento se representan por
la letra C seguida del numero que corresponde al orden
de su descubrimiento y al de su participacién en la
secuencia de activacién. AdemAs hay otras proteinas
implicadas en este sistema que se denominan per letras

mayusculas como la properdina, P, 6 el factor D.

Existen dos vias de activacian del complemento que
se diferencian fundamentalmente en que la via
alternativa se activa por factores no inmunologicos

tales comc polisacaridos bacterianos ¢ de otro origen

(57).




E » EL COMPLEJUO MAYOR DE HISTOCOMFATIBILIDAD

La funcion integrgddra y de control de la

respuesta inmune reside en un grupo de genes que
constituyen el llamado Complejo Maycr de
Histocompatibilidad. Este grupo de genes se encuentra
en los seres hkumenos en el cromosoma 6 y se
diferencian tres clases 6 tipos de genes que codifican
los antigenos de histocompatibilidad de clase I ( en
los loci A, B y C) y se cree que juegan un papel
importarte en el rechazo de organos. Estos genes
codifican productos genéticos constituidos por
glicoprotzinas. Son moléculas que actuan como
marcadores en la superficie de las células, sefialando
a las células T citotéxicas las células infectadas por
‘virus, células neoplasicas y 6rganos trasplantados

vara su destruccién.

Los antigenos de histocompatibilidad de ls
Clase i también son glicoproteinas y estan
controlados por la regién 6 loci D del complejo mayor
de histocompatibilidad. Son los genes de la respuesta
inmune y su funcién es el control de las respuestas T
y B, el control de las interacciones entre células T y

macrécfagos y de la funcién inductora/supresora de las

células T.

los genes Y productos de la Clase 1II
determinan la estructura y niveles de los componentes

del complemento, tanto de la via cléasica como de la

alternativa.




II> ALTERACIONES INMUNOLOGICAS EN
HEPATOPATIAS ALCOHOLICAS

La progresiéen del dafio hepatico en los
pacientes portadores de Cirrosis Hepatica Alcohélica
(CHA) a pesar del cese de la ingestién del téxico ha
sugerido un importante papel para la inmunidad celular
y humoral alterada en la patogénesis de la enfermedad

hepatica alcoholica cronica (162).

Aunque es indudable la capacidad del alcnhol ¥y

sus petabolitos para produclr alteracicnes en los

hepatccitos de forma directa (90>, es asimismo
evidente que en algunos sujetos coun elevadas ¥y
continuadas ingestas de alcohol no-se produce lesion
hepatica, mientras que otros individuos desarrollan
cirrosis con cantidades amenores 6 a pesar del cese de
la ingestién alcoholica. Zstos hechos han temnido
varios intentos de explicacién, entre ellos la
predisposicién genética y las variaciones en la dieta.
Pero huy se plensa que deben existir otras causas,
como son las inmunclogicas al igual gque sucede en
ctras hepatopatias que se pueden cronificar comc es el
caso de la hepatitis producida per el virus de la

hepatitis B (93).




Por  otra parte, la predisposicisn a las
infecciones constituye una constante anenaza para los
pacientes «con CHA. Las mAs frecuventes son las
neumonias, peritonitis por infeccién del liquido
azcitico, septicemia, erisinelas, tuberculosis y
pielunefritis (133). Esta mayor susceptibilidad para
las infecciones, asi como las alteraciones especificas
del tejido hepaAtico se han relacionado con una
afectacién importante de la inmunidad especifica del
érgano e inespecifica de estos enfermos, que tratamos

a continuacidn.

A) ALTERACIONES ESPECIFICAS DE LA INMUNIDAD CELULAR Y
HUMORAL

Ademas de las alteraciones generales
{1especificas de la inmunidad celular ¥y humoral,
existen una serie de hallazgos sobre la inmunidad
coutra determinados antigenos ~elacionados con el
higado y que {ienen importancia patogenética en el

desarrollo de la enfermedad hepatica alcohélica.

La hialina alcohélica, proteina que se acumuia
er los hepatocitos dafiados por el téxico, aparece como

antfgeno en el suero de los enfermos al inicio de la

hepatitis alcohélica (71). La respuesta humoral

aparece en forma de anticuerpos circulantes frante A

este antigeno, que son detectables mediante fijacion
del complemento ¥y hemaglutinacién. La respuesta inmune
celular se realiza mediante la presencia de abundantes

linfocitos liberadores de linfoquinas qué& favorecen la




inflamacién y la sintesis del colageno, lo que, junto

a factores ciltotoxicos dafiaria directamente a los

hepatocitos (161).

También los linfocitos de enfermos con
hepatopatia alcohélica estan sensibilizados frente al
acetaldehido, metabolito del etanol, lo que podria dar

lugar a otra respuesta celular inflamatoria (162).

En hepatitis alcoholicas se han encontrado
anticuerpos frente a antigenos asociados a la
membrana, concretamente frente al LSP (iiver specific
protein)> y al LM-Ag. (liver membrane antigen) que
también se han hallado en hepatitis viricas agudas y

hepatitis crénicas (51).

La linfocitotoxicidad observada en los enfermos
con hepatitis alcohélica se ha comprobado que estéa
dirigida contra la hialina alcohdélica y el antigeno
LSP (69) . Por 1o tanto, existen evidencias de
fensmenos autoinmunes dirigidos contra el hepatocito
gie intervienen en el desarrollc de la hepatopatia

alcohodlica.

B> ALTERACIONES INESPECIFICAS DE LA INMUNIDAD HUMORAL

La hipergammaglobulinemia policlonal que seé
observa en . las demas hepatopatias crénicas se
diferencia de la encontrada en la cirrosis alcohélica
en que en esta aumentan desproporcianadamente la IgG e

Igh (138). Las causas de este aumento SOL discutidas




aun. Por un lado, el higado lesiocnado tiene menos
capacidad para el aclaramiento antigénico . En efecto,
a través de la circulacién portal llegan al higado un
importante numero de antigenos extrafios al organismo,
tanto alimentarios comoc bacterianos. En higados sanos,
las células de Kupffer actuan fagocitando estos
antigenos y evitando que lleguen a la circulacién
linfatica, con el aumento que esto supondria en la

tasa de produccién de anticuerpos (144).

Ademads del fallo en la funcién de las ceélulas
de Kupffer, la existencia de shunts portosistémicos
también se ha sugerido que podria ser responsable de
la liegada antigénica a los linfaticos y la elevacién
secundaria de inmuraglobulinas. Pero la ausencia de
hipergammaglobulinemia en pacientes con oclusion
extrahepaAtica de la vena porta que presentan estos
shunts demuestra que, por si sola, la comunicacién
sanguinea portosistémica no da lugar a un aumento en

la produccién de gammaglobulinas (151).

Por otra parte, el aumento de los niveles de
IgA en alcchélicos sin cirrosis hepatica sugiere a
algunos auvtores que el =tanol "“per se" puede provocar
alteraciones en la membrana de la pared intestinal que
darian lugar al paso de antigenocs a la lamina propia y
iinfaticos mesentéricos que contienen células B

productoras de IgA en su mayoria (140).

En los ultimos afios, las investigaciones sobre
las causas del aumento en la produccioén de

inmunoglobulinas por parte de las células B en los

pacientes con CHA se han centrado en la disfuncién de




los mecanismos inmunitarios reguladores de esta

sintesis (72, 162).

La disminucioén de la actividad de los
linfocitos T supresores en estos pacientes, tanto in
vitro como in vivo, se relaciona con el aumento en la
sintesis de inmunoglobulinas, como ha demostrade Pan
Bo Rong y colaboradores, que encuentran una fuerte
relacison inversa entre la sintesis de IgG e IgA y la
actividad supresora celular medida en la misma

poblacién de células (108).

Los anticuerpos circulantes antimitocondriales,
anti-musculo liso y antinucleares son infrecuentes y a
titulos bajos en la enfermedad hepética alcohélica
crénica segun algunos autores (53), aunque mas
recientes trabajos sefialan un aumento significativo de
anticuerpos antinucleares ¥y anti-masculo liso en
pacieuntes con CHA respecto a individuos normales 6 que
solo presentaban esteatosis hepatica. Los anticuerpos
antimitocondriales, sin embargo, no se encontraban
elevados (51). De todas formas, SU inespecificidad y
la ausencia de citotoxicidad mediada por ellos hace
que se consideren fenémenos acompafiantes de la

enfermedad, sin importancia patogénica.

Algunos autores han encontrade anticuerpos
anti-DNA nativo, que generalmente sé asoccian a
enfermedades autoinmunes, en el 75% de los pacientes
con CHA. Sin embargo, su presencia +también se da en la

hepatitis virica aguda, lo que puede signilicar que se

trata de una respuesta fisioléegica a la liberacion de

DKA pzi los hepatocitos dafiados (84).




Se ha demostrado la presencia
inmunocomplejos circulantes conteniendo IgA en
pacientes con hepatitis alcohélica y cirrosis hepatica
activa, aunque no en las cirrosis hepaticas inactivas.
Pero a causa de que la deposicién sinusdidai de IgA
ocurre en todas las formas de enfermedad alcohdélica

del higado, esta puede ser inespecifica (162).

Tanto la hipergammagiobulinemia como la
presencia de arnticuerpos e inmunocomplejos circulantes
ce relacionan con el resto de las alteraciones de la
inmunidad que acontecen en la cirrnsis hepatica

alcoholica.

C) ALTERACIONES INESPECIFICAS DE LA INMUNIDAD CELULAR

Las modificaciones en la inmunidad mediada por
células se pueden estudiar por técnicas "in vitro" e
“in wvivo". Los pacientes coOn enfermedad hepatica
alcohélica tienen una reactividad disminuida a la
inyeccién de antigenos comunes por via intradérmica

(tests cutaneds con Candidina. Tuberculina,

Estreptoquinasa—estreptodornasa y DNCB) . Esta

reactividad mejora con la curacién clinica e

histolégica (11).

En enfermos coOn {mportante dafio hepatico, la
afectacién de la inmunidad retardada puede ocurrir

también como consecuencia de la malnutricion (135).




Las pruebas realizadas in vitro que exploran la
inmunidad celular también se encuentran alteradas.
Asi, la transformacién linfocitaria en respuesta a
mitégenos como la fitohemeglutinina se encuentra
disminuida en los pacientes con enfermedad hepatica
avanzada, incluyendo en estas a la hepatitis
alcohélica y la cirrosis (160). Sia embargo, estos
mismos linfocitos de pacientes con CHA, cuando son
aislados responden normalmente a la fitohemaglutinina
y, por el contrario, los linfocitos de sujetos
normales, en presencia de suero procedente de enfermos
cirréticos, tienen una respuesta disminuida en el test
de PHA (64). Estos hallazgos sugieren la existencia de
un factor sérico y/o linfocitario que modificaria la

respuesta mitégena normal.

En los pacientes con CHA existe un descenso
significativo de los linfocitos totales (124,133).
Feta disminucién es tanto porcentual como tctal y los
valores mAs bajos se encuentran en las cirrosis

hepaticas activas (1170

Ademas de esta disminucién de 1los linfocitos,
también se han descrito alteraciones de las
subpoblaciones iinfocitarias. El hallazgo mAS

constante es la disminucién del numero de linfocitos

timodependientes circulantes. Los linfocitos B pueden

encontrarse Adisminuidos 6 en numero normal (124).

Asi, Berenyi, Lang ¥ Smith, entre otros

autores, emcuentran en sus trabajos una disminucién de

los linfocitos circulantes totales ¥y el numero de

linfocitos T formadores de rosetas en los - pacientes

con cirrosis hepatica alcoholica (12,83,133).




Thomas , mediante la técnica de rosetas observa
una disminucién de células T , un aumento en la
concentracién de células nulas y concentraciones
normales de receptores Fc (B y K) en la sangre
periférica de pacientes con enfermedad hepatocelular

cronica (13%2).

Entre nosotros, Pons Romero halla una
disminucién porcentual y total de 1linfocitos T en los
pacientes con CHA y obtiene los valores mas bajos en

las cirrosis hepaticas activas (117).

En un estudic de 64 pacientes con cirrosis
hepAtica, Solis Herruzo y cols. encuentran un descenso
significativo de linfocitos totales, linfocitos 1 9
linfocitos B, siendo mas importante el descenso de
linfocitos T en la cirrosis hepatica de etiologia
etilica (139).

En un trabajo publicade e€n nuestro pais, E.
Carpintero ¥y colaboradores encuentran una disminucién
del numerc de rosetas E en los pacientes comn respecto
a los controles, aunque un porcentaje similar de
linfocitos identificados por el anticuerpo OKTI3. De
igual modo encuentra una relacioén OKT4/0KT8
significativamente superior en 1los pacientes con CHA
que en jos controles. La discrepancia entre el
porcentaje de rosetas y el de l1infocitos OKT3 sugiere
a los autores que debe haber un factor sérico que

interfiera con 1a formacién de rosetas ¢ 23).

Algunos autores , como Uribarrena 145> no han

podido confirmar estos hallazgos en la cirrosis




hepAtica , aunque si en la hepatitis alcohélica, donde

hallan un descenso de las rosetas E (linfocitos T).

MAs recientemente, los estudios se han centrado
sobre las subpoblaciones de linfocitos T: cooperadora
y supresora , el balance de estas, sus funciones y su
relacién con la produccién de inmunoglobulinas por
parte de los linfocitos B. Tambien se ha investigado
sobre otras células implicadas en la inmunidad, como
son ’las células K 6 los monocitos y diversos tests que

exploran la inmunidad celular.

En este sentido, Morizene encuentra una
disminucién de la poblacién de linfocitos T y de la
transformacién linfoblastica en 1los pacientes con
cirrosis hepéatica, ademads de una actividad “"natural
killer" también descendida. Estos hallazgos sugieren a
los autores una relacién coa el frecuente desarrollo
de hepatocarcinomas que presentan los sujetos

portadores de CHA (88).

Autores como Thomas comunican el hallazgo de un
indice normal helper/supressor en la CHA (141) y
Kakumu encuentra funciones normales tanto cooperadora
como Supresora, pero con un nomero muy limitado de

casos ( 6 pacientes) (69).

Kawanishi estudia la funcién suprescora mediante
la estimulacién por concanavalina A en pacientes con

cirrosis alcohélica activa e 1nactiva, encontrando

que, mientras en la enfermedad inactiva no hay

d!ferencias entre la actividad supresora de estos y la

de los controles, en 1a enfermedad grave ¥ activa




existe una caida en la actividadl supresora de los

enfermos (72).

De igual modo, Echevarria y cols. describen una
significativa pérdida de la actividad supresora en
pacientes con cirrosis hepatica activa frente a

diferencias no significativas en cirrosis inact.vas y

en sujetos alcohélicos sin enfermedad hepatica (41).

Alexander y cols. estudian tanto la funcién
suprescra como el recuento de las subpoblaciones
linfocitarias en 75 pacientes con diversas
hepatopatias y encuentran que, en la hepatopatia
alcoholica, a una disminucién de las células
supresoras acompafia uaa disminucién de la funcion
supresora de estos pacientes, mientras que no ocurrre

lo mismo en otras hepatcpatias (2).

Spinozzi estudla 10 pacientes con cirrosis
hepética alcohélica, en los que observa una elevaclén
significativa de las subpcblaciones linfocitarias
ideptificadas por los anticuerpos monoclonales OKT3 y
OKT4 respectc a los controles, una disminucién de los

OKT8 y elevacion del indice OKT4/0KT8 (134).

En e. higado tamb - bhan sido estucdiadas las
subpoblaciones linfocitarias. Husby, en biopsias
hepaticas de 27 pacientes con hepatitie crénica activa
y cirrosis biliar primaria encontré un aumento de las
subpublaciones OKT8 en el tejido hepatico dafiado (65).
Pape obtiene los mismos resultados en biopsias
hepaticas de enferm > con hepatitis crénica HBV+ ¥y

cirrosis biiiar primaria (109).




Otro aspecto de la inmunidad '2 estos 2nfermos
estudiado en varios trabajos ha sidc la relacién entre
la hipergammaglobulinemia policlonal que presentan y

la inmunoregulacién mediada por células T.

Holdstock y cols. determinan la cantidad de
inmunoglobuiina producida por LS linfocitos
periféricos de pacientes cirrot.cos can y sin
Lipergammaglobulinemia v se encuentran c¢on  que
producen una cantidaa {gnificativamente mayor de
inmunoglobulinas que lo~ .ontroles. Por otra parte,
para estudiar la importancia de la estimulacién cde las
células B en 1la hipergammaglobulinemia d= los
cirréticos, expusieron células mononiL.leares normales
a sueros de eniermos con CHA vy sujetos normales,
encoantranda c'e las células expuestas a suero de
cirréticos procducian una cantidad signif.cativamente
mayor de IgG que las expuestas al suerc control. Por
tanto concluyen que existe una estimulacién sérica, no
especifica, pai . la produccién de inmunoglobulinas por

las céiunlas B del ci.. o i e SR T R

El mismo Holdstock, en otro trabajo, llega a la
conclusién de cue en 1los cirroticos las celulas
supresoras ' egan un importante papel en la inmunidad
deprimida y que el suero de estos paclentes tiene
efecto j~aibitorio en la estirnulacion de ia

proliferacion de los linfocitos con P4A (62).

In modelos celulares, Wilkins demuestra la

supresiéan de la produccion de inmunoglobhuliras por las

células B mediante las ~&lulas T suprescras: La linea
JR-2 dae células linfoblastoides B transformadas por el

virus de Epstein-Barr, que segregan espontaneamente




. 1 -

I4G es suprimida por el factor supresor T-8F que es
producido por células T inducidas per concanavalina A
de forma dosis-dependiente {(1595).
b
Son varios los trabajos que insisten sobre la
existencia de un factor sérico en los cirroticos,
capzz de inhibir la respuesta de los linfccitos a
diversos estimulos. Asi Hsu comprueba que, mientras
los linfocitos aislados de pac.entes con ZHA responden
normalmente a la estimulacicn comn fitohemaglutinina,
el suero de estos pacientes contiene un factor que
bace disminuir esta respuesta tanto en los cirroticos
como en sujetos sanos (64) Este mismo autor zncuentra
una correlacién negativa entre la estimulacién con PHA
y los nivele= de inmunoglobulinas. Gsea, que a mayores
cifras de inmunoglobulinas , mayor es el efecto
{nhibitorio de este suero sobre la estimulacién con
PHA de los linfocitos. Los linfocitos aislados de los
,acientes con CHA se comportan normalmente en ausencia

de su suerog.

Young demuestra, ademAs, que el suero tiene un
ofacto iphibitorio weriadsic goe  Be depende de la
ausencia de sustancias nutrientes del cultivo y que
este efectoc aumenta cuanto mayor es el dafio hepatico
(158>. Sin embargo, este factor no afacta a la

formacion de rosetas por parte de los linfocitos T

La sustancia {nhibitoria en cuestion parece ser
una T oteina con un peso molecular de aproximadamente
65.000 daltons y cun movilidad electroforética entre

las alfa y las betaglobulinas. Si se separa mediante

cromatografia ~on columna de celulosa DEAE se cbtienen
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dos componentes que corresponden a la alfa 1 globulina

y alfa 2 globulina respectivamente (1027.
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111y EL CINC

METABOLISMO DEL CINC

ot}

El cinc constituye un oligoelemento esencial en

biclogia humana, estando presente en la totalidad
de los fluidos y células del organismo (125> . El cinc
se ingiere a traves de los alimentos, fundamentalmente
je las proteinas de origen animal. Las necesidades
diarias en el adulto normal oscilan entre 1C y 20 mg

(56,

La absorcién del cinc ocurre, probablemente.
por ‘transporte activo, en el duodeno e intestino
delgado proximal, no ciendo necesarias las secreciomes
pancreAticas para su adecuada absorcién en el hombre.
En general, la ingesta de preparados de cinc con los

alimentos hace que Se€ absorba menos que cuandc S¢ toma

en ayunas.

El cinc es transpcrtado en plasma , en Su mayor
parte, por la albumina, una tercera parte por la
macroglobulina alfa  F. ¥y en una cantidad poco

importante, poOr la transferrina.




Los valores normales de cinc plasmatico para el
adultc oscilan eatre 76 y 125 microgramos por 100 ml.,
con wuna media de 96 mcgrs.%. Algunos autores
encuentran niveles variables en relacién con la edad y
el sexo, siendo estas afirmaciones controvertidas (
60, 61, 76, 111).

Del «cinc total en sangre, el 75-80% se
encuentra en los eritrocitos, el 12-22% en plasma y un
3% en los leucocitos (19). Se encueutra distribuldo
por todo el organismo, encontrandose en altas
concentraciones en retina, higado, rifién, misculo

plexos coroidecs, préstata, pulmén, bazo y cerebro.

Las funciones de este metal son maltiples,
entrando a formar parte, como catalizador, del enczima
lacticodeshidrogenasa. Tiene una alta afinicad por los
grupos sulfidrilo, que son determinantes importantes
de la estructura de las proteinas y de la actividad de
petaloenzimas como la anhidrasa carbonica,
carboxipeptidasas A y B, fosfatasa alcalina y alcohol-
deshidrogenasa, sierdo constituyente de 24
metaloenzimas en la especie humana. Pero el papel mas
importante del cinc en los procesos bioquimicos es su
implicacién en el metabolismo de los polinucleétidos
para la sintesis de los acldos ribonucléicos ¥
desoxirribonucléicos (56). Se ha demnstrado que la RNA

polimerasa es una enzima dependiente del cinc. La

actividad de la RNApolimerasa esta disminuida en los

tejidos deficientes en este metal, sugiriendo que el
catabolismo del RNA puede estar regulado por el cinc.
Por otra parte , existe la evidencia de su importante
papel en el funcionalismo de varias células inmuno-

competentes, cOmMO veremcs mas adelante.




En condiciones normales existe un equilibrio
entre 1la cantidad de cinc que se absnrbe en el
intestino procedente de le dieta, la cual suele
cuntener de 10 a 15 mgrs. diariamente, y Ila
eliminacisn del mismo a travées de las heces y la
orina. Se 2limina principalmente por las heces,
aproximadamente unos 10 mgrs. al dia, mientras que en
la orina se encuentran soloc unos 0.4 a 0.5 mgrs./dia
(89, 148). Se excreta en cantidades importantes eh el
jugo paucreatico y, en nenor proporcién, en Jugo

duuwenal y bilis.

La eliminacion urinaria de cinc es
relativamente constante, aungque puede aumentar en

determinadas enfermedades.

EL CINC EN LA PATOLOGIA CLTNICA

Jno de los aspectos mas estudiados en relacion
con el c¢inc es el de sus niveles plasmaticos en

diversas entidades clinicas Y su importancia

i
terapeutica en algunas de estas enfermedades.

En la arteriosclerosis, Fernandez ¥ cols. (45)
encuentran c¢t wcentraciones de cinc en plasma cuatro
veces superiores al grupo control. Bustamante y cols.
hallan una correlacion siznificativa entre los niveles
de cinc y trigliceridos ern plasma ¥y sugieren que en la
génesis de la arteriosclerosis pudiera jugar un clerto

papel el cinc, favoreciendo su desarrollo (20).




Existe una relacién entre cinc e insulina en el
pancreas y se sabe que el cinc se encuentra
abundantemente en los Jjslotes de Langerhans formando
complejns cinc-insulina y estabilizando la molécula.
Respecto a los valores de cinc sérico en diabeticos,
los resultados son contradictorics, aunque predominan
los autores que encuentran un aumento significativo
del metal en sangre. Ademas se observa yna
hipercincuria en el paciente diabético cuya causa es
desconocida. (35, 115).

En las neoplasias existen , asimismn, datos
contradictorios, si bieéen en la mayoria de los
trabajos se encuentra un descenso de los niveles
plasmaticos de cinc, que Se relaciona con lo avanzado

de la enfermedad.

Los estudios experimentales ¥y clinicos han
venido sefialando en los ultimos afios la importancia
del cinc en el proceso de curacion de las heridas Yy
quemaduras. Lo que no esta aclarado es si el efecto
beneficioso se debe a la sustancia “per se" 6 solo se

produce en los casos de déficit de cinc

En experimentacion animal se ha comprobado el
aumento de la incidencia de malformaciones congénitas

en relacioén estre :ha con el deficit de cinc. Por ctra

parte, Halsted Yy cols. (61) describen un déeficit de

cinc en nifios iranies con retrasc del crecimiento. El

mismo autor encuentra niveles bajos en el Sindrome de

Down.

El cinc ioénico parece muy importante para

funcionamiento de la sinovial y en la sinovitis de




artritis reumatoide se ha observado un descensa local
del mismo. Se ha constatado, ademas, que el cinc
sérico estaba también significativamente bajo en estos
enfermos (128).

En la acrodermatitis enteropatica, eniermedad
infrecuente heredada con caracter autosémico recesivo
y caracterizada por dermatitis, diarrea, alteraciones
del SNC y de la inmunidad, Fernandez y cols. han
encontrado valores descendidos de cincemia (45), al
igual que Gordon (56> y Brenton (17>. La enfermedad
mejora cuando se trata con suplementos de cinc (59,

100, 103).

También en la anorexia nerviosa se ha descrito
un déficit de cinc y la mejoria de la enfermedad tras

la administracién de suplementos de este metal(9).

En las enfermedades hepaticas, la cirrosis
al-ohsalica entre ellas, se han establecido diversas

alteraciones que trataremos en capitulo aparte dada su

importancia para el presente trabajo. De igual modo

describiremos la relacién del cinc con el sistema

inmunocompetente.




< EL CINC Y EL HIGADO ALCOHOLICO

La relacison entre la deficiencia de cinc y las
enfermedades hepaticas fué puesta de relieve por
primera vez por Vallee en 1956, al demostrar Ila
presencia de este metal en los enzimas alcohol-
deshldrogenasa y glutamico-deshidrogenasa y que era
indispensable para la actividad de dichos enzimas. De
esta forma, el cinc estaba implicado en la oxidacién
del etanol y en el deteriorado metabolismo amoniacal
en las enfermedades hepAticas (147). Posteriormente,
muchos autores han recogido la deficiencia de cinc en
pacientes con CHA, incluso con manifestaciones
clinicas propias como dermatitis descamativa, alopecia
localizada y erosiones en 10s talones de los piles

(154).

Otro hecho ampliamente documentado en la
literatura medica es la deficiencia de cinc que

re=zentan los nifics afectos de cirrosis infantil en la

T
o
T
4+

ndia (14).

Vallee y colis. constataron gque los paciente con
CHA tenian niveles séricos bajos de cimc Yy uma
concentracién disminuida del mismc en tejido hepatico,
asi como una excreccion urinaria de cinc aumentada.
Estos hallazgos se vieron confirmados mas tarde por
otros autores ( 70, 75). Ademas, Kiilerich y cols. han
comprobado que el deficit {ntrahepatico de cinc es
independiente de la relativa disminucién porcentual de
hepatocitos que ocurre en 'a cirrosis debido a la

proliferacior de tejido conjuntivo (75%.,




Mills y cols. también han comprobado una
concentracién hepatica de «cinc y de la enzima
alcoholdeshidrogenasa ( metaloenzima que contiene
cinc) disminuidas y, sin embargo, una absorcion y
contenido total de cinc aumentados en el organismo de

los pacientes cirroticos (96).

Otros autores refieren una absorcion normal e
incluso aumentada del metal en los enfermos de CHA,
mostrando tambien un aumento del contenidc esquelético

de cinc 27).

Valberg, sin embargo, encuentra una
malabsorcion de cinc en los pacientes con cirrosis
alcohélica que, junto a la eliminacién de cantidades
anormalmente grandes de cinc en la orina e ingesta
inadecuada, cnnsidera responsable de la deficiencia de
cinc plasmatico e intrahepAtico que se encuentra en

estos enfermos (14670,

En animales de experimentacion se ha comprobado
que la ingesta de etanol disminuye 1ia absorcidén de
cinc por el ileon terminal, que es el sitio de mayor

absorcién en circunstancias normales (3.

Keeling demuestra, mediante la inyeccion
{ntravenosa de cinc ¥ posterior toma bicpsica de

higado y muestras de sangre, que la extraccion

hepatointestinal de cinc est4 disminuida en ios

enfermos con CHA (74> .

Scholmerich 127> ha encontrado  qu=e los

pacientes que tienen practicada una derivacion

por “ocava © agquellos que tienen hipertension portal




(equivalente a wuna derivacion espontanea) tienen

niveles de cinc, vitamina A y proteina portadora de

retinol inferiores a los de los cirréticos sin shunt

ni hipertension portal.

De igual modo piensa Mills (96), que sugiere
una derivacisen del cinc hacia otros tejidos donde se
almacenaria, a pesar de estar disminuido en tejido

hepatico y suero.

La madicién del cinc intraleucocitario se
considera una de las mejcres técnicas para revelar el
contenido organico del metal. En este sentido, Keeling
ha demostradc en Los pacientes con hepatopatia
alcohélica una reduccién del contenido de cinc en
estas células (73), lo que es un dato importante para
nuestro estudio y que contribuye a explicar el deficit
inmunitario presente en la cirrosis hepatica

alcohoelica.




D> EL CINC Y LA INMUNIDAD

El cinc es constituyente fundamental de muchos
metaloenzimas, siendo 1los mas importantes la DNA
polimerasa, RNA polimerasa y Timidin-quinasa,
imprescindibles en el metabolismo y crecimiento
celular (77). Cualquier factor que inhiba la actividad
de estos enzimas contribuird a suprimir una respuesta
inmune vigorosa que depende de una rapida
proliieracion de los linfocitos inmunocompetentes.
Ademas el cinc es importante en la estabilizacién de
macromcléculas que son componentes de varias membranas
biolégicas. Asi, la alteracién de la membrana celular,
sitio de iniciacién y localizacién de la respuesta
inmune, puede afectar negativamente a esta funcion
(33, 110). Por tanto es légico que una alteracion en
el metabolismo cel cinc se asocie con
inmunodeficiencia en un significativo numero de

entidades clinicas.

En experimentacion anims]l se ha demostrado que
la deficiencia doe cipc ocasiona una intensa
disminucién en el tamafio ¥y funcisn del timo, ademas de
una péerdida de la funcién inductora de las células T.
Estos defectos podian ser rapida Yy totalmente

corregidos por la administracién de cinc (48).

En estudios realizados en ganglios linfaticos
de ratones deficientes en cinc también se ha

encontrado deplecion celular y atrofia localizada
las

preferentemente en las areas dependientes de




células T. Los mismos autores hallan cconcentraciones

bajas de hormona timica (66),

Otros trabajcs han demostrado que la
deficiencia de cinc en ratones interfiere con la
capacidad de producir apticuerpos contra los hematles
de carnero, probablemente debido a una anomal.a en el

desarrollo Ze las linfocitoé T inductores (a7%,87).

Fernandes y cols. han confirmadn estos
ballazgos y demostrado también gque en estos animales
con deficiencia de cinc existe una depresion de la
funcién “natural-killer"”, de la funcioén “killer"™ de

las células T , de la funcioa "T-helper" 6 inductora ¥y

de la proporcién y numero total de los linfocitos T

esplénicos (44).

Chandra, posteriormente, obtiene resultadcs &0
totalmente acordes con el trabajo de Fernandes, Ppu=s
mientras confirma un descensa de tamafio y pesc del
t+imo en ratones deprivados de cinc, una disminucidn de
la capacidad de formacion de anticuerpos en el bazo Yy
de la respuesta citotexica "in wvivo", la a~ctividad

“natural-killer" se haila aumentada en Su estudio

(30).

Fraker hace una nueva aportacién al estudio de
la inmunidad en relaciocn coOR o1 cinz al comprobar que

los ratones deficientes en cinc presentan umna pobre

respuesta al test cuténeo con Dinitrofluorcbenceno

(DNFB) rapidamente recuperada con la replecién de circ

(49 .




‘bordandu otros aspectos de la inmunidad,
han realizado estudios demostr tives de que,
animales portadores de patologia autoinmune,
defi-ien-ia selectiva de cinc en la dieta disminuye
incidencia y gravedad de las manifestaciones de
enfermedad. Ademas, la respuesta inmunitaria y
supervivencia de estos ratones mejoro
significativamente frente a 1los controles con dieta
normal, que morian victimas de la enfermedad

avtoinmone (10).

Pero la relacién del cinc con <1 sistema inmune
se pone aun mas de relieve en un trabajo realizado en
animales de experimentacién portadores de carcinoma en
que se demuestra que los ratones tratados con cinc
presentan una menor incidencia de metastasis

pulmonares que los no tratados(68).

Zanzonico v colaboradores han encontrado que 1la
proliferacién de células B no se afecta por la falta
de <cinc en el medio de cultivo (extraido de el
mediante tratamiento con EDTA) mientras que la de
células T queda sustazncialmente inhibida y se recupera
si se afiade cinc al medio, {ndicando la necesidad del

metal para el crecimiento y funcién de las células T

(1597 .

Mas recientemente se han realizado nuevos
estudios confirmando que 1a adicién de cibhc BB

concentraciones adecuadas al media de cultivo estimula

la produccion win vitro® de anticuerpos frente a

diversos antigenos por parte de las células

{nmunocompetentes (92) .




La deficiencia de cinc asociada a malnutr.cién
caléricoproi«ica y descenso ‘e li respuesta inmune ha
sido comprubada en varios trabajos, afectando el
déficit de cinc de forma fundamental a la inmunidad
nediada por céluvlas (29, €2). Y se ha demostrado
fehacientemente que la inmunodeficiencia por déficit
aislado de cinc es un hec’o, independie.cemente de la
influencia negativa que, sabre la respuesta

inmunitaria tiene la malnutricién en general (87,30).

En la patologia humana encont amos una serie de
entidades clinicas que unen al trastorno pri. pal una
alteracion inmunitaria debida a la def.ciencia de cinc
que las acompafia. La primera enfermedad que puso ae
relieve la importancia del cinc como elemento esencial
para la economia ael organismo humaao fue la
denominada Acrodermatitis erteropética. Esta afeccién
infantil, genéticamente trasmitida de forma autosomica
recesiva, =2 caracteriza por un transtorno en la
incorporacié- del cinc al organismc que da lugar al
complejo sintoma*tico antes descrito de malfuncién
intestinal, dermatitis, alteraciones el sistema
nervioso central e inmunodeficiencia celular. Todas
las manifestaciones patclegicas desaparecen con la
administracion de .inc ¥ los tests de inmunic.d

celular se normalizan (100 183, 59).

En los pacientes sometidos a nutricién

parenteral durante largos periodos de tiempo también

se ha descrito deficiencia de cinc aso~iada a un
descenso de la inmunidad celular. Pekarek y
colaboradores comunicaron el caso de una paciente

joven descerebiada con deficiencia de cinc secunduria

a rnutricion parenteral prolongada, en la que existia




una pobre respuesta al test cutaneo con
Dinitroclorobenceno y en el test de transformacion
linfoblastica. La administraciéon de cinc restaurd a la

nurmalidad estas pruebas (112),

Mas tarde, Allen describe dos casos de
deficiencia de cinc también secundaria a nutricion
parenteral de larga duracién en los que aparecio
acrocermatitis y baja respuesta linfocitaria a
estimulacién con fitohemaglutinina. La administracieén
{ntravenosa de cinc die como resultado una curacién
completa de las manifestaciones dermatoligicas ¥y

normalizacién de las pruebas inrunitarias 3.

En pacientes sometidos a hemodialisis por
insuficiencia renal croénica, Qque presentan depresioén
de la inm'nidad celular con disminucién de linfocitos
T totales, linfocitcs B ¥y 1infocitos T citotéxicos se
obserwva, después de administrarles suplementos arales
de cinc, un aumento de 10S linfocitos T “"helper® y T
totales, asi como un aumento de la respuesta a los

antigenos cutaneos L7, 2007,

En la leucemia linfcblastica aguda se ha
descrito el efecto inmunoestimulante del cinc por
algunos autores, aunque esto no ha sido confirmado eun

posteriores +rabajos (15C, 58).

Recientes trabajos relacionan también la

anergla encontrada en pacientes pediatricos de

enfermedad de Hodgkin con umn déficit de cinc asociado

(24) .




Tanto en la inmunodeficiencia combinada severa
CcOomo en colagenosis con depresiéon de la inmunidad
celular se han observado concentraciones bajas de cinc

plasmatico (104).

De igual forma en pacientes con varios
sipdromes de inmunodeficiencia , otros autores han
confirmado la correlacién entre niveles plasmaticos de
cinc bajos y mala respuesta linfocitaria a la
estimulacién con fitohemaglutinina y concanavalina A
(28).

Los ancianos presentan un déficit marginal de
cinc. Por este motivo , Duchateau ¥y colaboradores
suministraron suplementos orales de cinc a un grupo de
estos observando una mejoria de la respuesta
linfocitaria a la estimulacién con PHA , aumento del
numero de linfocitos circulantes y mayor respuesta a
los antigenos cuténeos PPD, estreptoquinasa-
estreptodornasa ¥y candidina. También existia un
aumento de la produccién de anticuerpos IgG frente u

la vacuna tetanica (85, 40) .

En nuestro pais de forma simultanea con
nuestro estudio, Solis Herruzo ¥y colaboradores han
estudiado el efecto de los suplementos orales de cinc
sobre los linfocitos totales y linfocitos T en

pacientes con cirrosis hepatica, no encontrando

modificaciones antes ¥y después del tratamiento con

cinc (130).




E> EL CINC UTILIZADO CON FINES TERAPEUTICOS

Ademéds de lo anteriormente expuesto sobre la
administracién de suplementos de cinc con el fin de
restaurar su déficit 6 como inmunorestaurador, el cinc
ha sido empleado con diversos fines en varias

entidades clinicas.

Por su accisn en el balance cobre/cinc ha sido
empleadn como terapia alternativa a la penicilamina en
la enfermedad de Wilson con buenos resultados (18).
Sin embargo no ha sido eficaz en el tratamiento de la
cirrosis biliar primaria, probablemente parque emn esta
enfermedad, aunque también existe acumulacién de cobre

no es este el mecanismo patogenético responsable

L1057

En la cirrosis alcohélica, Veissmann Yy cols.
(153> han observado una elevaciéon de la protrombina
plasmatica y un descenso de la bilirubina, asi como
una mejoria en la funcién del gusto después el

tratamiento con sulfato d2 cinc por via oral.

Reding (120> lo ha empleado en el tratamiento
de la encefalopatia hepatica en un estudio controlado,

obteniendo una mejoria evidente en el grupc coOn

suplemento de cinc frente al grupo placeto, explicandb

este hecho porque la normalizacién de niveles séricos

de cinc facilitaria la conversion de grupos amonio a

—

urea.




Finalmente, Labadie y cols, ha: empleado

recientemente el sulfato de cinc con el fin de mejorar
la inmunidad celular en los pacientes con cirrosis
hepatica alcohélica (81), obteniendo un aumentoc en la
respuesta a los tests de inmunidad retardada con
antigenos cutAneos , como hablamos descrito nosotros

en un trabajo previo (38).




OBJETIVOS




MATERTIAL

Y

METODOS




GRUPOS DE PACIENTES Y CONTROLES

A> PACIENTES

La presente investigacién se ha realizado en los

siguientes grupos (figura 1):

GRUPO 1

Constituido por todos los enfermos a los que
se realizé el estudio inmunolégico basal. Lo forman 42
pacientes de edades comprendidas entre 40 y 6% afios,
edad media de 55; 36 varones y 6 hembras. Todos los
pacientes han permanecido ingresados 6 sido atendidos
ambulatoriamente en el Servicio de Medicina Interna II
del Hospital Universitario de Granada. La totalidad
dei grupo era portador de Cirrosis Hepatica Alcohélica
con hipertensién portal y de grados de insuficiencia
hepatica clasificados segun los estadios A, B y C de
Child modificada (Tablas 1, 2 y 3). El diagnéstico fue
establecido por los parametros clinicos y analiticos
en todos ellos e histopatolégicos en 21 casos. Se les

realizé determinacién de inmunoglobulinas en sangre ,

subpoblaciones linfocitarias y cinc sérico basal




GRUPO I1

Constituido por 20 enfermos del grupo anterior
que recibieron suplementos orales de cinc y se
sometieron a nuevas determinaciones inmunolégicas y de
cinc en sangre una vez completado el tratamiento
(Tabla 2).

GRUPO III

Grupo de pacientes que no recibieron cinc pero
que fueron sometidos a nuevo estudio inmunolégico a
los 30 dias del primero. Constituido per 10 enfermos
del grupo I a los que se realizé nueva determirnacién
de parémetros inmunolégicos a los 30 dias para
descartar otra influencias distintas al cinc sobre los

resultados obtenidos en el grupo II (Tabla 3).

By CONTROLES

GRUPO CONTROL PARA LAS SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

Formado por 20 sujetos sanos, 14 varones y 6

hembras, de edades comprendidas entre 40 y 61 afios,
media de 52. donantes de sangre del Hospital
Universitario de Granada a los que se realizeé

determinacién de subpoblaciones linfocitarias.




GRUPO CONTROL DEL CINC SERICO

Constituido por 30 voluntarios sanos, 23

varones y 7 hembras, de edades comprendidas entre 42 y

63 afios, media de 62 a 108 gue &e realizs

determinacién de cinc sérico

Dado que la determinacion de Inmunoglobulinas
sericas es una técnica ampliamente realizada y con
valores limite ©bién definidos, no se considero
necesarioc para nuestro estudio la existencia de un

grupo control para este parametro.




METODOS

A)> CRITERIOS DE SELECCION DE LOS PACIENTES

Para la inclusién de los paclentes en el presente

trabajo se han observado los siguientes criterios:

F Todos los pacientes habian sido
diagnésticados por parametros clinicos, analiticos Yy,
en algunos casos, histopatolégicos de cirrosis

uepatica de origen etilico.

2) Se distribuyeron en los grupos A, B y C de
la clasificacién por estadios de la CHA propuesta por
Child y modificeda por Pugh ¥y colaboradores (119),
cuyos criterios se encuentran reflejados en el cuadro

A,

3y En el momento del estudio no presentaban
sangrado digestivao, descompensacioén hidropica ni
manifestaciones de encefalopatia hepatica. Asimismo,
tampoco presentaban otros procesos intercurrentes n
recibian medicacién que pudiera afectar 2a SUsS

parametros inmunologicos.

4) En todos los enfermos incluidos en el

protocolo terapéutico del cinc se obtuvo

consentimiento informado por escrito




B> METODOLOGIA CLINICA

En condicliones basales, se obtuvieron muestras
de sangre vennsa periférica para determinsciéon de cinc
sérico, inmunoglobulinas v subpoblaciones

linfocitarias en los pacientes del grupo I.

Los enfermos del grupo II recibiercn, junto a
la medicacién convencional para el control de su
enfermedad hepatica, suplementos orales de sulfato de
cinc en forma de cépsulas de 250 mgrs. de sustancia

cada 12 horas durante 30 dias.

El preparado de cinc se realize en el Servicio

de Farmacia del Hospital Universitario de Granada.

Durante el citado periodo de estudlo se
registré periédicamente la 1incidencia de efectos
zecundarios atribuibles a la ingestion del preparado

de cinc.

Al finalizar el periodo de 30 dias de
tratamiento con cinc, se repitieron determinaciones de

cinc sericc, inmunoglobulinas y subpoblaciones

linfocitarias.

En los pacientes del grupo 111 se volvieron a

determinar los mismos parametros inmunolégicos y de

cinc a los 30 dias de realizados los primeros.




C)> METODOS DE LABORATORIO

1) Determinacién del cinc plasmatico

Se toman 5 ml. de sangre venosa en tubo
plastico de un solo uso. Se deja en reposo durante
minutos hasta que ‘'se forma el coagulo. Después, la
mue:stra se centrifuga a 5000 revoluciones/minutc en
una centrifuga ORTO durante 5 minutos. A continuacion
se separa el suero sobrenadante y se depositan 0,5 ml.
del mismo en un tubo de centrifuga, se le adicionan 2
ml. de agua desionizada y se mezclan con la ayuda de
un agitador mecénico. La lectura ulterior se lleva a
cabo mediante un espectrofotometro de abscorcion
stémica PERKIN-ELMER, modelc 560. La lectura se
rultiplica por S , obteniendo de este modc la cifra de

-inc sérico en microgramos por mililitro.

Esta técnica se ha realizado en el
Departamento de Medicina Legal de la Facultad de

Medicina de Granada.

2y Determinacién de inmunoglobulinas séricas

La determinacion de inmuncoglobulinas sericas se
llevé a cabo mediante inmunonefelometria en un aparato

Auto ICS de Beckman. El principio de funcionamiento de

este analizador es que 1los anticuerpos especificecs,

cuaindo entran en contacto con las proteinas del suero




humano correspondientes, ven a formar inmunocomplejos.
Este método mide la cinética de formacién de estos
inmunocomplejos. El ICS mide la velocidad d=2
incremento de la luz dispersada, por las particulas
suspendidas en solucion que se han formado como
resultado de los complejos obtenidos en esta reaccion
antigeno-anticuerpo. El microcomputador del analizader

convierte la sefial dada en unidades de concentracion.

Para realizar la técnica se depositan 5 ml. de
sangre venosa en un tubo de plastico, st deja coagular
y, posteriormente, se centrifuga a 2.000 revoluciones
por minuto durante 10 minutos, extrayéndose el suero.
De cada muestra de suero se vierten 100 pl en las
cubetas del autoanalizador ICS Beckman que realiza la

medicion.

Determinacién de subpoblaciones linfocitarias

Las subpoblaciones linfocitarias se
determinaron por anticuerpos monoclonales anti células
T humanas OKT3, OKT4 y OKT8& de los laboratorios Ortho
Prarmaceutical Co. en un ensayo citotoxico
complement:—dependiente. Para realizar la técnica se
pusieron 10 pl de anticuerpo monoclonal (1 pl  de

proteinal) y 80 pl de células (2.5 x 10 /ml.) en tubos

de plasticr de foRds on U, de 75 x 1 Xm ¥ se

incubaron a 372 C. durante 5 minutos. Se afiladieron 10
ul de suero de ratén y se volvio a incubar a 372 C.

durante 4% minutos. Se afiadieron 100 pl de solucioen al

2% de azul tripan Y, 10 minutos mas tarde se contaron

el nomero de células muertas vy vivas en un




hemocitometro "Neubauer" . fTodos los contajes se

tealizaron por triplicado ¥, a. 7epos, se contaron 300

Tanto esta técnica como la determinacién de
Inmunoglobulinas se llevaron a cabrc en el Departamento

de Fisiologia, Seccién de Inmunologia de la Facultad

S
de Medicina de Granada.




D> METODG ESTADISTICO

Las cifras de inmunoglobulinaz obtenidas
forma besal en los pacientes cirroticos se comparc

las cifras normales de estas en sujetos sancs.

La comparacién entre lcoe resultados de la

determinaciones de Cinc séricu, OKT3, OKT4, OKT8 v H/
en los pacientes cirréticos con respecto a los gruoo

control se realizé mediante la técnica de la T d

.

Student para muestras independientes =i las varianza

resultaron iguales ¢ T de Student con la correcciérn ad

Jelch €i las varianzas resultaron distintas. En ambo:

casos se empleé la penalizacién de Bonferroni por

volumen grande de comparaciones realizadas.

Para la comparacion de laos parémetro:

nmunclégicos basales con los obtenideos tras

sdministracién de ulfato de cinc a el grupo II

o

s
utilizé la T de Student para muestras apareadas.

significanci se obtuvo también en Dbase a
can

a
idades teéricas proporciocnadas por ila

Bonferroni.

Para el estudioc de la influencla del grado d
afectacién hepatica segun _a clasificacion de Child

los niveles de cinc sérico, IgC. Iga, Igh y las cif

da OT3, OKT4, OKT11 ¥y B/BE Be realizaron analisis 4

la varianza de una via para cada una de las variabies

realizando la transformacidén por el iogaritmo cuands

las varianzas poblacionales no eran iguales. 51 esta

dreron significativas se realizaron las comparaciones

por parejas entre grupos can el esquema de Newman-

Keuls y usando la T penalizada de Bonferroni.

Para estudiar si el incremento de las cifras de
cinc sérico se encontraba relacionado con los
incrementos positives o negativos de las otras
variahles se calculé (prevlia nube de puntos) el
coeficiente de carrelacién r de Pearson, viéndose si

era 6 no distinto de cero.




TABLA 1

CLASIFICACION DE LOS PACIENTES SEGUN EL GRADO DE AFECTACION HEPATICA

GRUPO I (12 pacientes)

| ! l l i [ | !
| Paciente! Encefalopatial Ascitis|BilirrubinaiAlbuminal ProtrcmbinalGradol
| | | I | | | !




TABLA 2
CLASIFICACICN DE LOS PACLENTES SEGUN EL GRADO DE AFECTACION HEPATICA

GRUPQ I1I

I I | | | | | |
| Pacientel Encefalopatial Ascitis|Bilirrubinal Albuminal Protrombinal Gradal
| [ l I | I | |

F.

A,




TABLA 3

CLASIFICACION DE LOS PACIENTES SEGUN EL GRADO DE AFECTACION HEPATICA

GRUPO 111

I | I { | | ! |
| Pacientel Encefalopatial AscitisiBilirrubinal Albaminal Protrombinal Gradol
| | ' | i ! i |




RESULTADOS




(I> DETERMINACION DE CIKC

RESULTADOS EN EL GRUPO CONTROL

En este grupo, constituido por 30 voluntarios

sanos, se han obtenido valores plasmaticos de cinc

dentro de la normalidad y que aparecen recogidos en la

tabia 4 . El valor medio de cincemia bha sido de
101.50+15.03 gammas/dl., con valores limite entre 7% ¥y
135. No se han observado diferencias significativas

entre los varones y las hembras de este grupo.

RESULTADOS EN EL GRUPO I

Los valores cbtenidos en este grupo,
constituida por los 42 pacientes cirréticos se
reflejan en las determinaciones basales de las tablas
5, B ¥ 7 . El wmiox medio de cinc sérico ha sido de
81.30+24.76 gammas/dl., valores limite entre 35 y 150

gammas/dl.




RESULTADOS EN EL GRUPO II

En este grupo, constituido por los 20 pacientes
que recibieron el cinc se obtuvieron unas cifras
basales (tabla 6) con valor medio de 75%21.70
gammas/dl. y valores limite entre 3% y 110 gammas/dl.
Después de los suplementos orales de cinc, las cifras
séricas de este aparecen igualmente en la tabla 6 . El
valor medio es de 112%42.46 gammas/dl., con valores

limite comprendidos entre 55 y 225 gammas/dl.

RESULTADOS EN EL GRUPO III

En el grupo constituido por 10 pacientes a 108
que se repitieron las determinaciones a los 30 dias
sin haber tomado el cinc, se obtuvieron los valores
que aparecen en 1a tabla 7 . Los valores medios fueron

de 05.5%26.5 gammas/dl. para la determinacién basal ,

rango entre 55 y 150. A los 30 dias de 89.5%33

gammas/dl., rango entre 35 y 130.




(II> DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINAS SERICAS

RESULTADOS EN EL GRUPO I

Las cifras basales de inmunoglobulinas sericas

se encuentran reflejadas en las tablas 8, 9 y 10.

En este grupo los valores de IgG estuvieron
comprendidos entre 560 y 7980 mg./dl. con valor medio
de 2405.66+1243.48 mg./dl.

La IgA estuvo comprendida entre 117 y 2760
mg./dl., media de 852.112500.19 mg./dl.

Los valures de IgM se encontraban entre 36 y

1420 mg./dl., con media de 264,332230.79 mg./dl.

RESULTADOS EN EL GRUPO II

Las cifras basales obtenidas en este grupo de

20 pacientes se encuentran en la tabla 9.

El valor medioc de la IgG fue de 2831.57+1569. 15
mg./dl., valores limites entre 560 ¥y ?980 mg./dl.

El valor medio de la Igh fueé de 960.55+604.48

mg/dl., con valores limite de 117 y 2760 mg./dl.




La IgM tuvo un valor medio de 222.921160.92
./dl., valores limite entre 36 y 812 mg./dl.

Las cifras de inmunoglobulinas obtenidas tras
administracién del cinc se encuentran reflejadas en

tabla 9.

El valor medio de IgG fué de 2159.70%1217.32
1., con cifras limite de 644 y 6510 mg./dl.

La IgA di6é un valor medio de 767.85x521. 18
., valores limite de 118 y 2410 mg./dl.

El valor medio de IgM fué de 170.96%107.52
., valores limite entre 54 y 554 mg./dl.

RESULTADOS EN EL GRUPO III

Las cifras basales se encuentran en la tabla 10
v los valores medios fueron de 2254x93Z2 para ia IgG,

con valores limite entre 1120 y 3670 mg/dl.

La IgA Jdio6 unos valores de 868+437, rango

entre 297 y 1740 mg/dl.

La IgM diée una media de 3014363, limites de 113

y 1420 mg/dl.




A ios 30 diaes; los valores obtenidos se

encuentran en la tabla 10 y las cifras medias eran de

2382+864 para la IgG, limites entre 1040 y 3820 mg/dl.

La IgA dié una media de 8634323, limites entre
337 y 1360 mg/dl.

Para ia IgM 1las cifras fueron de 2953373,
rango entre 78 y 574 mg/dl.




(III> DETERMINACINN DE SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS E INDICE INDUCTOR/SUPRESOR

RESULTADOS EN EL GRUPO CONTPOL

En los 20 pacientes que constitulan el grupo
control de anticuerpos monoclonales se obtuvieron los
siguientes valores, expresados en porcentaje, de

subpoblaciones linfocitarias (tabla 11).

El wvalor medio de células OKT3+
.20+9. 14, con valores limite de 36 y 69.

El valor medic de células OKT4+
.70+8.05, con valores limite entre 21 v 56.

Las células O0OKT8+ dieron un valor medio de

21.50+7.71, valores limite de 9 y 40.

El valor medio del indice OKT4+/0KT8+ & 1indice
helper/supressor fué de 1.90%0.94 con valores limite

entre 0.8 y 4.4.

RESULTADOS EN EL GRUPO I

En los 42 pacientes cirroticos que constitulan

este grupo se cbtuvieron 1los resultados que se€




reflejan en las determinaciones basales de las tablas

12, 13 y 14 expresados en porcentaje.

El valor medio de <ceélulas OKT3+
61.38%15.07, coa valores limite entre 6 y 89.

El valaor medio de células OKT4 +

40.47+14.34, con valores limite de 6 y 67.

Las células OKT&+ ieron un valor medio

26.1619.58, con valores limite entre 8 y 45,

El wvalor medio del indice OKT4+/0KT8+ fue

1.73+0.98, con valores limite euntre 0.6 y 4.46

RESULTADOS EN EL GRUPQ II

20 pacientes gue este grupo se

valores basales s bpublacliones

aparecen en 13 expresados

Bl oalor medic de [DETO+ fue o 64.20+15,

~ -

valores limite de 32 y 89.

Las celulas O0OKT4+ aieron un valor

38.30x14.48, con valores_l:nﬂte de 15 58.

Las células O0OKTI8+ dieron dJn valor

28.25+8.13, valores limite entre 14 y 45.

con




El indice helper/supressor dié un valor medio

de 1.35%0.43, valores limite de 0.8 y 2.18.

iras la administracion de cinc, los wvalores

obtenidos también aparecen reflejados en la Tabla 13.

Las células O0OKT3+ dieron un wvalor mecio de

65.15+13.86, valores limite de 42 y 86.

El valor medio de OKT4+ fué de 43.85%14.52, con

valores limite de z4 y 73.

La células OKT8+ dieron un wvalor medio de

S
23.62+10.79, valorecs limite de 9 y 46.

El wvalor medio del indice helper/supressor fue

de 2.17+1.10, valores limite de 0.6 y 5.6.

RESULTADOS EN EL GRUPO III
En este grupo , 1los resultados aobtenidos se

hallan en la tabla 14

-

Para las determinaciones basales 1los valores
medios de OKT3+ fueron de 52 3+18. 14, con valores

limite entre 6 y 72.

El vai.or medio de células OKT4+,

porcentaje fuée de 39.2+16, rarngo entre o]




El wvalor mediao de OKT8+ fué de 20.5+10.48
valores limite de 8 y 40.

- : TABLA 4
El indice H/S didé wunas cifras i
2.31%+1.46, limites entre 0.6 y 4.46.
RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE CINC SERICO EN EL GRUPO CONTROL

& lage 30 dias los resultados obtenido:s

aparecen también en la tabla 14 . Control Cinc basal Cinc basal

El valor medic de OKT3+ fue de 52 1x17.4, cor 115

limites de 12 y 72. 105

135
Para el OKT4+ el wvalor medio fué de 37.6%13.1%

valores limite entre 7 y 53.

El valor medic para OKT8+ fué de 24.4x10.6°

con valcres limite entre 8 y 48.

Fl indice OKT4+/0KT8+ 6 indice helper/suppreso:

dis una media de 1.60zx0.59.




TABLA 5

RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE CINC SERICO EN 12 PACIENTES DEL
GRUPO 1

Paciente Cinc basal

70

80




TABLA 6

RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE CINC SERICO BASAL Y TRAS SQ4HZn
EN LOS PACIENTES DEL GRUPQ II

Paciente Cinc basal Cinc tras SO4HZn

100 160

60 150

85 55




TABLA 7

RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE CINC SERICO BASAL Y A LOS 30 DIAS
EN LOS PACIENTES DEL GRUPO III

Paciente Tras 30 dias

55




TABLA 8

RESULTADOS DE LA DETERMINACION BASAL DE
INMUNOGLOBULINAS SERICAS EN 12 PACIENTES DEL GRUPO I

Paciente




TABLA 9

RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINAS SERICAS BAS." 3 Y
TRAS LA ADMINISTRACION DE CINC ORAL EN LOS PACIENTES DEL GRUPO Il

Basal Tras cinc oral

IgA "l Igc Igh  IgM




TABLA 10

RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINAS SERICAS BASALES
Y A LOS 30 DIAS EN LOS PACIENTES DEL GRUPO III

Tras 30 dias

IgG Igh

662

755

337

1360

1180




TABLA 11

SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS E INDICE H/S EN CONTROLES

Controles OKT3 OKT4 OKT8 H/S

45 35

40

27

36

34

34

45

40

56




TABLA 12

SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS E INDICE H/S EN 12 PACIENTES DEL GRUPO I

Pacientes OKT3 OKT4 OKT8 H/S




TABLA 13

SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS E INDICE H/S BASALES Y TRAS CINC EN LOS
PACIENTES DEL GRUPO 11

Paciente Tras cinc oral

OKT8 H/S OKT4 OKT8
45 1.1% 28 12
28 .14 73 46
31 . 48 70 42
30 ‘ 38 25
20 : 53 21
40 . 32 11
27 . 44 25
28 . 38
32 ; 43
35 ‘ 33
26 7 51

62

51

22

36

33

52

58

36




TABLA 14

SUBPOELACIONES LINFOCLTARIAS E INDICE H/S BASALES Y A LOS 30 DIAS EN
LOS PACIENTES DEL GRUPO I1l

Paciente Tras 3v dias

OKT3 OKT4 OKT8

53 42 30

59 37 22

58 43 15

65 53 48

72 51

&8 2

50 43
34 27
12 °F

60
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ANALISIS ESTADISTICO

1> ESTULIO BASAL

1) EL CTRC

Cusndo comparamos las cifras de cinc sérico de
los controles con las de los 42 pacientes cirréticos
(tabla 15) observamos unos niveles mas bajos en los
pacientes con cirrosis hepatica, con diferencia

estadisticamente significativa, p < C.01

Al comparar las cifras de cinc sérico de los
pacientes <clasificados segun los grupos d- Child,
encont: amos gue existen unas cifras de cinc
significativamente mas bajas en el grupo C que en el A

y el B, con upa p < D.05 (tabla 21).

2y INMUNOGLOBULINAS SERICAS

Los niveles de inmunoglobulinas séricas en los
42 pacientes cirréticos <(grupe I> han estado por

encima de la normalidad en el 85.7% para el caso de la

IgG, en el mismo porcentiaje para la igh y solamente en

el 19% para la Igh.




Cuando hemos comparado las cifras de
Inmunoglobulinas en los distintos grupos de afectacion
hepatica, encontramos que la IgA se encuentra
significativamente mAs elevada en el grupo C que en el
A y el B (table 24), mientras que no existen estas

diferencias en el caso de la IgG e IgM.

3) SUBPOBLACICNES LINFOCITARIAS

El porcentaje de celulas OKT3+ de nuestro grupo
de pacientes cirreticos era significativamente
superior al de los controles ( p < 0.01 ) segun se

refleja en la tabla 16.

En el caso de las subpoblaciones OKT4+, OKT8+ y
el indice H/S no habia diferencias significativas

entre pacientes y controles ( tablas 17, 18 y 19),

No eristian diferencias significativas e=n los
porcentejes de celulas OKT3+, OKT4+, OKT8+ e indice
H/S entre los grupos de afectacién hepética de Child
( tablas 25, 26 , 27 ¥y 28).

Estudiamos si existia correlacién entre los
niveles basales de cinc sérico y los de
inmunoglobulinas, subpoblaciones linfocitarias e
indice H/S. Las cifras de cinc sérico se encuentran

relacionadas con las de IgA de forma significativa

C p <« 0.01 >, mientras que ncC existe correlacién entre

los deméAs parametros y el cinc (tabla 207.




II) ESTUDIO TRAS EL APORTE DE CINC

1> EL CINC

Tras la administracién de sulfaco de cinc a los
pacientes del grupo II se obtiene una elevacion
significativa ¢ p < 0.01 ) de los niveles de cinc

sérico respecto a las cifras basales (tabla 29).

2) INMUNOGLOBULINAS SERICAS

En el grupo IlI se observa una elevacién
significativa de las inmunoglobulinas respecto a las
cifras basales, con una p < 0.01 para IgG e IgA y
p = 0.05 para la IgM (tabla 29).

3) SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS
La subpoblacién de linfocitos totales, OKT3+,

no se modificée tras la administracién de sulfato de

cinc. El1 porcentaje de células OKT4+ subié y el de

células OKT8+ descendio, ambas sin significacién

estadistica.

El indice inductor/supresor si aumenté de forma
significativa ¢ p / 0.05 ) respecto a las cifras

basales ( tabla 29).
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DISCUSION




I> ESTUDIO BASAL

i> EL CINC

Los resultados de nuestro estulio muestran, en
el grupo control, unos niveles de cinc sérico dentro
de la normalidad. Nc hubo diferencias significativas
entre los varones y las hembras de este grupo, tal y
como sSe ha demostrado en trabajos anterfores en
diferentes poblaciones sSanas (35, BLl), En efecto,
estos estudios indican que los factores de sexo, grupc
étnico, localizacioéon geogratica y habitos alimenticios
no desempefian un papel importante sobre la cincemia en
la poblacién <ana. l.a edad tampoco influye en los
n veles plasmaticos de cinc (85), siendo ademAs
nL :stros grupos de estudio de edades comparables ¥

entre 40 y 65 afios

En el grupo I, constituido por la totalidad de

los pacientes con CHA, los niveles saricos basales de




cinc son significativamente mas bajos que en el grupo
control. Ademas, este descenso es mas evidente cuanto
mayor es el grado de afectacioén hepatica,
relacionandose ¢: forma significativa los niveles mas
bajos de cinc con 1los estadios B y C de la
clasificacieéen clinicP—biolégica de Child para 1a

insuficiencia hepatica

La relacién entre enfermedad hepatica y niveles
séricos bajos de cinc fué descrita por primera vez por
Vallee en 1956 (147, 148) demostrando concentraciones
bajas de cinc en sangre e higado de enfermos con
cirrosis alcohélica. En su trabajo, este autor
encuentra gue las cifras de «cinc mas bajas
corresponaen a los pacientes con un gradu mas avanzado
de afectacién hepatica, tal como sucede en nuestros

pacientes.

Los resultados de nuestro estudio coinciden,
asimismo, con los obtenidos por Kallai en 1¢71 (700 y
Kiilerich en 1980 (79), entre otros. El primero
determina también la excrecciéon urinaria de cinc, que
esta sujeta a amplias oscilaciones ¥y el segundo
demuestra, ademas, jue existe una disminucién del cinc
intrahepAtico, aunque no hay ¢ rrelacién directa entre

los niveles séricos y hepaticos de cinc en cada

paciente.

En nuestro pais, Solis Herruzo encuentra
resultados similares a los de nuesiro trabajo en
pacientes con cirrosis de diferentes etiologias,

relacionandose la cincemia con el grado de afectacidén

hepatica y el estado nutricional del enfermo (130,

131).




La relacién significativa que encontramos entre
los niveles séricos de «cinc y los grados de
insuficienci~ hepatica de Child coincide también con
el trabajo recientemente publicado por Ortufio y cols.
Estos autores encuentran asimismo que la cincemia se
relacicna con el pronéstico a corto plazo pero no con
la etiologia de la cirrosis ni con el estado nutritivo
del paciente. De igual forma, encuentran que el cinc
urinario estd relacionado con el grado de afectacién

hepatica (107).

El origen de la hipocincemia que presentan los
pacientes con hepatopatia crinica es, probablemente,
multifactorial. Sin embargo, euxisten una serie de
mecanismos que han sido invocados con mas frecuencia:
Los factores nutritivos, con dietas deficitarias en
proteinas de origern animal y como parte del
tratamiento de su encefalopatia; La 1ingesta de
alcohol, que reduce la absorcién intestinal del cinc;
La 1insuficiencia pancreatica; Los transtornos en la
absorcién intestinal del cinc en hepatépatas; La
disminucién en la capacidad hepatica, mediada por la
metalotioneina, para retener el cinc que le llega a
traves de la circulacién portal: Las anastomosis
pcrtosister ' cas que evitan el <contacto de gran
cantidad de sangre con el hepatocito... Ademas, el
cinc que no es retenido por el higado pasa a la

circulacién sistémica donde, debido a la

hipoalbuminemia de estos enfermos, sSe une a proteinas

de bajo peso molecular y es eliminado por la orina al
pasar aguellas el filtro renal. Por altimo, el

tratamiento diurético {ncrementa tambien la pérdida

renal del cinc (118).




Keeling y cols. han demostrado también un
déficit 1intraleucocitario de ecinc (73), la cual
contribuye a aclarar la influencia a: este elemento en
la inmunidad y los resultados de nuestro trabajo que

comentamos mas adelante.

A la vista de nuestros hallazgos sobrz la
cincemia en pacientes con patologia hepAtica y de las
aportaciones anteriores en este campo, parece
demostrada una estrecha relacién entre cinc e
insuficiencia hepatica. Mas aun, la evolucion del
funcionalismo hepatico guarda relacién con los niveles
de cinc y con la situacién inmunitaria, segin se
recoge en las paginas siguientes, encontrandonos c<on
nuevos elementos en el complejo mosaico de la
patogenia de <ciertas afecciones hepaticas, que
probablemente ulteriores investigaciones puedan

esclarecer.

2) INMUNQOGLOBULINAS SERICAS

Las cifras de inmnoglobulinas séricas en el
estudio basal de los 42 cirréticos (grupo I) han
estado por encima de los valores normales en lo que a
la IgA e IgG se refiere, alcanzando en algunos casos
niveles que se suelen observar solamente en paclentes

con gammapatias monoclonales.

La hipergammaglobulinemia es mas marcada cuanto

mayor es la afectacién hepatica. En nuestro estudio

alcanza significacién estadistica esta afirmacion




nalizamos los ivele je 1ghA en los diferentes

estadios de Child. Esta inmunoglobulina es, por otra

parte, la mas claramente elevada en los enfer7igs,

Estos resul tados confirman de nuevo
hallazgzo, descri p3r . Franglin pop  vee. pPrimegsa
1951, de un aumento de las gammaglobulinas
pacientes con hepatopatia cronica. FPosteriormente

18 sido confirmage por Lumerc<sos sautores

srminaciones cuantitativas de inmunoglobulinas (50,
43) vy hoy se acepta comc un parametro diagnostico

de las hepatopatias crounicas avanzadas.

esta hipergammaglobulinemia

diversas explicaciones. Asi 1las

el alcohol en la

pared intestinal., la disminucion

aclaramiento antigénico por parte

Kuppisr del higado lesionado y la

shunts sortosisténmicos podrian  ser
arribada antigénica a

hiperproduccion secundaria

~élulas D e[t 0> T Estos iecanis s reguladores

= inductora
sundamentalmante inductora

células T y los producidos

e
s0ra 1e2




inmunoglobulinas en el suero de paclentes cocu CHA
estAn en relacién con la disminucion de la capacidad
de las células T supresoras naturales 6 inducidas por
Concanavalina-A para suprimir la produccién de
inmunoglobulinas por parte de las celulas B. Pan Bo
Rong y cols. (108) confirman, en estudios in vitro,
que existe una fuerte correlacién inversa entre la
sintesis in vitro de IgG e IgA y la actividad

supresora medida en la misma poblacién celular.

Pero, otros autores (126) han comprobado una
baja respuesta de las células B de estos pacientes a
la estimulacién con factor T inductor, sugiriendo que
la alteracién en la regulacién de la sintesis de
inmunoglobulinas afecta tanto a las células T

inductoras como a las supresaoras.

El aumento de inmunoglotulinas séricas se
encuentra en todas las hepatopatias crénicas,
independientemente de su etiologia. Sin embargo
nimerosos autores (156, 139, 21> han descritc una
elevacién mas marcada de la IgA en las hepatopatias de
origen alcohélico. Mientras, Wegener, en un reciente
trabajo no encuentra relacién de la IgA con la
etiologia alcohélica 6 nu de la hepatopatia y si con

su grado de afectacion hepatica (152).

En nuestro estudio de pacientes con cirrosis

alcohélica, la IgA ha resultado ser la inmunoglobulina

mas claramente elevada y que Sé€ ha relacionadc con el
grado de insuficiencia hepatica de forma
significativa. La inmunoglobulina IgG que también
estaba elevada, no presenté esta relacién en 1los

enfermos estudiados. Estos resultados confirman los




obtenidos recientemente por Calmus que muestran un

aumento de la concentracién sérica de IgA en un grupo
de 22 pacientes con CHA que se correlaciona
significativamente con el grado de insuficiencia
hepatocelular medida por 1la clasificacién de Child
(21> , en tanto que no encuentra relacién con la IgG e
IgM. Este mismo autor sugiere que el aumento de la IgA
se podria deber a una disminucién en el catabolismo de
la IgA polimérica. En efecto, en el suero de pacientes
con cirrosis hepatica , del 25 al 45% de la IgA esta
representada por la forma polimérica o secretoria,
mientras que, en 1individuos sanos, esta forma
representa menos del 8%. La forma polimérica posee
grau afinidad por los hepatocitos y una alteracién del
catabolismo hepatocitario de esta inmunoglobuiina

podria ser responsable de su elevacién sérica.




3) SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

Las principales célulag en el sistema inmune
son los linfocitos T y B y monocitos. En el preseute
estudio hemos investigado la subpoblacioen de
linfocitos T totales, linfocitos T inductores y T
supresores y sl existia <correlaciéon entre los
porcentajes de estas y el gradoc de insuficiencia

hepatica de nuestros enfermos.

En el grupo de 20 coniroles para la
determinacién de subpoblaciones linfocitarias por
anticuerpos monoclonales obtuvimos unas medias de
porcentajes dentro de la normalidad, aunque hay que
destacar la existencia de valores bajos en algunos
sujetos y la necesidad de grupo control porque esta
técnica presenta variaciones segun la metodologia y

sobre todo segun la edad.

En las subpoblaciones linfocitarias de los
pacientes con CHA encontramos un aumento
estadisticamente significativo de linfocitos T
totales, identificados por el anticuerpo nonoclonal

OKT 3, con respecto al grupo control. No existen

diferencias significativas respecto a los controles en

los 1linfocitos 1inductores (OKT 4>, ni en losa
supresores/citotéxicos (OKT 8) ni en el cociente entre

las poblaciones inductoras Yy supresoras (cociente

OKT4/0KT8) .




En cuanto a la determinacién de lirnfocitos T
totales en los pacientes con hepatopatia alcohodlica
son uniformes los resultados de lous diferentes autores
en el sentido de encontrarlos disminuidos cuando se

utiliza la técnica de EAC rosetas (12, 83, 129, 145).

Sin embargo lus resultados son dispares cuando
se utiliza la técnica de anticuerpos monoclonales para
el estudio de los linfocitos T totales. De esta forma,
Pelleter (113> y Jovanovic (67) 1los encuentran
disminuidos. Este ultimo autor llama la a' ‘ncién sobre
el hecho, también observado por nosotros, de que la
suma de linfocitos OKT 4 y OKT 8 excede el total de
los linfocitos T identificadec por OKT 3. Este hallazgo
puede deberse a presencia de células T que son
portadoras de ambos marcadores T4 y T8 6 a células T4
v T8 que no tienen el marcador T3. Esta alteracién se
encuentra en relacién con un dafio hepAtico importante,
ha sido descrita tamb’én en hepatitis cronica activa,
cirrosis biliar primaria y miastenia gravis y se
atribuye a una salida anormal de timocitos irmaduros

al torrente sanguineo (13).

Carpintero (23) no encuentra diferencias en el
porcentaje de linfocitos T de pacientes con cirrosis
slcohélica respecto a los controles y Spinozzi
encuentra, como nosotros, que existe un aumento del

porcentaje de iinfocitos T totales identificados por

el OKT 3 respecto al grupo control <(134). Incluso

algunos autores, CcOmC Carpintero, emplean las dos
técnicas (rosetas EAC y anticuerpos mcnoclonales) ¥y
encuentra resultados divergentes: disminucién de
linfocitos identificados con la técnica de rosetas ¥y

niveles normales cuando emplca anticuerpos




monoclonales, lo cual suglere que =2xisten en 21 suero
de estos pacien :s factores sér.cns que interfieren

con la formacion de las rosetas.

La subpoblacién de células T inductoras,
identificada por «l anticuerpo monoclonal OKT 4 se
encontraba aumentada en el , vpo de los pacientes
cirréticos con respecyo a los controles sin llegar a
alcanzar significacién e=tadistica. Estos resultados
coinciden con los de Jovannvic que no encuentira
diferencias con los controles en un grupo de 390
pacientes conformado por heoatitis alcohélice y
cirrosis hepaticas (67). Spiuozzi (134) enc.entra esta
subpoblacién elevada, al igual que Mc Keever en 22

pacientes con CHA (91).

En nuestro estudio, la subpoblacién de células
1 supresoras/citotéoxicas, identificada por el
anticuerpo monoclonal OKT 8 presenta un aumento sin
sigrificacién est-distica respecto a los controles. En
este necho tambisn coincidimos con lo encontrado por
Jovanovic en su estudio, pero la mayoria dc autores
describen un descenso de esta subpoblacién (91, 113,

116, 134>,

Con respecto al co lente QKT 4/0KT 8 tampoco
enccatramos diferencia significativas frente al grupo
control. Estes resultados coinciden <con los del

men~ionado trabajo de Jovanovic 7 el d= Thomas eh

pacientes con hepatitis alcohélica y cirrosis hepatica

de la misma etiologia (141>. (tros a.tores encuentran
un cociente OKT 4/0KT 8 aumentado en est. tipo de

pacientes (23. 87, 91; 1322




Analizamos también si habia correlacién entre
las cifras de cinc de los pacientes con CHA y las
otras variables estudiadas y encontramos que no existe
con respecto a IgG, IgM y subpoblaciones linfocitarias
pero si hay correlaciéon inversa, y es significativa
estadisticamente, entre las clfras basales de cinc y
las de inmunoglobulina A. En efecto. en los pacientes
cirréticos estudiados, las cifras basales de cinc mas
bajas se correlacionan <0On mayores elevaciones de Igh.
Este hecho no ha sido descrito anteriormente. Su
explicacién puede buscarse en el conocimiento de que
son necesarios niveles normales de cinc para un
correcto funcionamiento de la inmunidad celular y que
esta es la que regula la produccién de
inmunoglobulinas por las células B. De esta <orma,
déficits méas acusados del cinc provocarian mayares
alteraciones en el funcionamiento de las células T y
por tanto de la produccién de inmunoglobulinas. Por
otra parte, y como hemos expuesto previamente, en
nuestros enfermos tanto el descenso del cinc sérico
~omo la elevaciéon de IgA eran mas marcados conforme

avanzaba el grado Je insuficiencia hepatica, lo que

suglere fuertemente que ambos hechos estan

relacionados eatre si §y cor el grado de afeccion

hepatica.




II> ESTUDIO TRAS LA ADMINISTRACION DE CINC ORAL Y A
LOS 30 DIAS

Los suplementos orales de cinc como terapéutica
en la clinica humana y, en concreto, en patologia
hepatica, han sido muy poco empleados hasta la fecha.
Es este un aspecto de especial interés en el presente
estudio. Por una parte, sus efectos sobre los niveles
de inmunoglobulinas y el balance inmunitario no habian
sido descritos previamente y por otro su buena
tolerancia despiertan unas perspectivas terapéuticas
sumamente atractivas. Nuestro trabajo no cierra una
investigacién, sino que, coO 7 era de esperar, abre
numercsas incégnitas y plant a1 retos a solucionar en

nuevas investigaciones.

1> EL CIRNC

En el grupo II, constituido por 20 pacientes
cirréticos, administramos sulfato de cinc, 250 mngrs.
dos veces al dia durante 30 dias. La forma de
administracién en capsulas se escogiéo por su myof
comodidad en un trabajo a medio plazo. Tan solo dos
pacieutes refirieron nauseas y vémitos ocasionales a

pesar de ser advertidos previamente sobre esta

posibilidad y ser interrogados todos ellos sobre el

particular.




A los 30 dias 1a tasa sérica de cinc se habla
elevado de forma significatlva sobre los valores
basales y se encontraba en niveles ligeramente

superiores a los del grupo control.

En el grupo III, que formaban 10 pacientes a
los que no se administré cinc, los niveles séricos no

se modificaron respecto de los basales.

El cinc ha sido empleado anteriormente en
diversas entidades clinicas, unas veces como
tratamiento empirico, otiras para restaurar su déficit
(118), otras como inmunorestaurador ( 40, 94 J y otras
por su papel en el balance plasmatico con el cobre
(18). En las hepatopatias alcohélicas, el aporte de
cinc ha 1ido encaminado a restaurar unos niveles

organicos disminuidos.

Vallee, en sus primeros trabajos sugeria que
una dieta equilibrada, conteniendo 15 mgrs. de cinc
mejoraria clinicamente a los pacientes y restauraria
unos niveles normales. Esta afirmacién esta en
contraposicién con la practica y con el resultado de
nuestro trabajo, en gque una dieta hospitalaria
equilibrada no fué capaz de normalizar la cincemia de

los enfermos del grupo no tratado.

Con dosis de 500 mgrs./dia de sulfato de cinc
durante treinta dias, Solis Herruzo obtiene una
normalizacion de la tasa plasmatica del metal en 17
pacientes con CHA. La dosis y el tiempo utilizado

coinciden con los de nuestro estudio, mostrandose

iguvalmente eficaces en el proposito de consegulr

niveles séricos normales de cinc. Recientemente ha




sido empleado por otros autores ea dosis de 200
mgrs. /dia durante 60 dias, con 1idénticos buenos
resultados (81), por lo que parece establecido que una
dosis total de 15 gramos en uno 6 dos meses es
adecuada para restablecer ni/eles normales de cinc en

pacientes con CHA.

2) INMUNOGLOBULINAS SERICAS

Después de 30 dias de tratamiento con cinc a
los 20 pacientes del grupo II se produce una
disminucién significativa de las inmunoglobulinas IgG
e IgA y en el limite de significancia para la IgM
respecto a las cifras basales que presentaba este
grupo. Este hallazgo, quizas el de mAs relevancia en
nuestro estudio, no ha sido previamente descrito. En
cfecto, los escascs trabajos en que se ha suministrado
aporte oral de cinc a los pacientes con CHA han
estudiado parametros clinicos, bioquimicos & clertos
aspectos de la inmunidad celular, pero no han
relacionado el cinc con la hipergammglobulinemia de
estos enfermos. Cuando se ha administrado cinc en
diversas entidades clinicas Yy modelos experimentales

en que se encontiraba asociado un deficit del metal a

alteraciones inmunitarias, estas han sido totalmente

reversibles (118).

La explicacién de nuestros resultados tenemos
que hacerla a la luz de anteriores investigaciones que
demuestran que la hipergammnglobullnemia de 1los

pacientes con CHA se relaciona con una disfuncién de




los mecanismos reguladores de las células T, tanto en

su funcién inductora como supresora (62, 108).

Por otra parte, la evaluacion del papel del
cinc en el desarrollo y funcién de las poblaciones de
diferentes células linfoldes sugiere fuertemente que
este metal ejerce un efecto preponderante sobre los
linfocitos T. AdemAs, en los pacientes cirréticos, hay
una disminucién del cinc intraleucocitario, con el
deterioro que esto supone en las reacciones
enzimaticas, la estabilizacién de membranas celulares
y el metabolismo del DNA (73).

Por tanto, es légico pensar que la reposicién
de niveles adecuados de cinc en los enfermos con CHA
contribuye a normalizar la funcién reguladora de las

células T y, en consecuencia, a conducir a niveles mAs

proximos a la normalidad la tasa de inmunoglobulinas

séricas en estos pacientes.

Como era légico esperar, en los diez pacientes
que no se realizée el suplemento de cinc no hubo
modificaciones significativas en la determinacién de

inmunoglobulinas a los 30 dias.

3) SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

Tras la administracioéen de cinc, no se modifica

significativamente el porcentaje de 1linfocites T
totales (OKT 3), la subpoblacién inductora/auxiliadora

(OKT 4) sube y la supresora/citotéxica (OKT 8) baja,




ambas sin significacién estadistica. El cociente

OKT4/0KT8 si se eleva significativamente respecto o
los valores iniciales.

En principio, podemos suponer que este hecho
traduce una mejoria en el balance inmunitaric. Sin
embargo, en nuestros pacientes cirréticos , aunque
existia un descenso del indice OKT4/0K1€ respecto a
los controles, este no alcanzaba significacién
estadistica, por lo que no podemos asumir que los
pacientes con CHA tengan entre sus alteraciones
{npunitarias un indice inductor/supresor bajo y que la
administracién de cinc 1lo eleve. En este mismo
sentido, los datos mas frecuentemente encontrados en
trabajos previos hablan de una elevacion de este
indice en los pacientes con CHA (91,13%5), por lo que
nuestro resultado, a falta de confirmacién en otros
trabajos, creemos que puede ser debido a una
modificacién en las subpoblaciones reguladoras que no
halla alcanzado significacion estadistica pero que ha
tenido influencia sobre 1la normalizacién de las
alteracicnes inmunitarias traducida en un descenso de

la hipergammaglobulinemia de estos pacientes.

Estudiamos, finalmente, si existia correlacién
entre el incremento de cinc sérico en estos pacientes
tras su aporte oral y las modificaciones observadas en
los otros parametros. No existe corrclacién

significativa entre el incremento de cinc y los de

IgG, IgA, subpoblaciones linfocitarias e indice H/S.

Curiosamente, la anica relacién que alcanza
significacién estadistica es la disminuciéon de 1las

cifrras de IgM conforme asclenden las de cinc en cada




paciente, no presentadndola la IgA que es la mas

elevada y la que presentaba relaci.n con el cinc en su

determinacién basal.

En los pacientes del grupo III, a los que no se
administreé cinc, no hubo modificacién de las
subpoblaciones linfocitarias ni del indice H/S a los
30 dias de la primera determinacién, descartando asi

otras influencias sobre los resul tados obtenidos en el

grupo II.




CONCLUSIONES




52) Los nlveles de IgA en los pacientes

cirréticos se correlacionan significativamente con las
cifras de cinc sérico, de forma que a niveles mas

altos de IgA corresponden niveles mas bajos de cinc

sérico.

62) Tras la administracién de suplementos orales

cinc a pacientes con CHA hemos encontrado una
elevacion significativa del cinc sérico, descenso de
las cifras de gammaglobulinas y elevacién del indice

inductor/supresor respecto a los valores basales.

72) No hemos hallado modificacién significativa
en el porcentaje de subpoblaciones linfocitarias tras

la administracién de cinc.

82) El incremento de las cifras de cinc sérico
obeervado en nuestros paclentes tras la administracién
de suplementos orales de cinc se relaciond
significativamente con el descenso de las cifras de

inmunoglobulina M.
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