UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Respuesta inmune a ganglidsidos
en un modelo experimental de neuropatia

Tesis de doctorado

Lic. Samanta Funes

2016



A Mariano y Olivia



Director: Dr. Gustavo Nores

Comision de Tesis:  Dra. Cristina Pistoresi
Dr. Gabriel Cuadra
Dr. Fernando Irazoqui

Evaluador externo: Dra. Graciela Cremaschi



AGRADECIMIENTOS

A las autoridades del Departamento de Quimica Bioldgica (FCQ - UNC) y
del CIQUIBIC por permitirme realizar la tesis en sus instalaciones, asi como al
CONICET por el apoyo financiero.

A los miembros de la Comision de Tesis: Dra. Cristina Pistoresi y Dr.
Gabriel Cuadra por las sugerencias realizadas y la buena predisposicion en todo
momento. A la Dra. Graciela Cremaschi, quien en su rol de evaluadora externa
brindé su tiempo al leer el manuscrito de tesis y se tomo la molestia de viajar
desde Buenos Aires para estar presente este dia.

A todos los profesores, becarios y profesores del CIQUIBIC que siempre
han tenido la mejor predisposicion para ayudar y generan un ambiente de
trabajo agradable y distendido.

A mis amigas de laboratorio, “las hermanas y primas académicas” Euge,
Romy Co, Viti, Yani, Romy Ce, Naty y Fran. Han sido mi familia cordobesa, me
abrieron su corazon cuando llegué a esta ciudad y han sido mi sostén a lo largo
de toda esta travesia. A Gaston, por todos sus consejos y continua
predisposicion. A Chari, no sélo por ser miembro de mi comision de tesis sino por
haber sido el “tio académico”.

A los amigos en la distancia Kary, Nico, Lau T, Mary, Pau, Ame, Stella,
siempre presentes en todas las etapas de mi vida.

A Cecy, por ser amiga, consejera y hasta nifiera.

A Lau L, amiga y confidente incondicional. Por tomarse el tiempo de
corregir esta tesis y darme siempre el empujoncito necesario para seguir
adelante.

A mis padres, hermana, abuelos/as, tios/as, primos/as, por el apoyo, los
consejos y sobretodo el amor.

A Mobnica y Raul, Lupe, Aril, Jose y Juani, mi sequnda familia.

A Gus, “mi padre académico”, mds que un director ha sido y siempre serd
para mi un segundo padre. No me olvido de “la Gringa”, gracias por todo el
carifo.

A los conejos (épor qué no?) quienes dieron su vida por la ciencia.

A Mariano y Oli, por soportar mis largas ausencias y frustraciones con
paciencia y carifio. Por ser mis companeros de aventuras, en esta etapa y todas
las que estdn por venir.

A la vida, que siempre me regald cosas bellas.



CONTENIDO

1. indice General

CONTENIDO ...t e e e e e e e e e e e e 2
1. INAICE GENEIA ...ttt 2
2. INAICE @ FIGUIAS .ottt ettt e e ee e eae et e e et e e eee e eneeeenens 4
3. INdICe @ TABIAS c..eveiececectetctcctee et 5

ABREVIATURAS/ACRONIMOS.......coouiuiuiueuerereteteteretetese et sesesesesesesesesesesesessesas s 6

SUMMARY ...ttt ettt ettt e s et e bt e b e e bt e et esabeesabeesneeesnteenaeeeneas 9

RESUMEN ...t e e ettt s e e e e e e e b e e e e e e eeeeeennnnaas 11

INTRODUCCION ..ottt ettt tess st sttt ststessseeseesstesensssenis 14
1. ASPECLOS BENEIAIES .oiieiiiiie et 14
2. Neuropatias periféricas: Polineuropatias ......cccccceeeeeeciinvveeeeee e, 17
3. Sindrome de GUIllain-Barreé............coooiiiiiiiiineeeeeee e 19
O Y oY= =Y =T T 25

4.a. La respuesta inmune en el sistema nervioso periférico........ccccceeeeennn... 26
4.b. Inmunopatogénesis del SGB.........cccceeeieeieieeciceeeee e 28
4.c. Auto-anticuerpos asociados a la neuropatia ......cccceeeeeeeeecciiiieeeeee e, 34
5. Anticuerpos anti-gliCanos.....coooeeeeeieeiiieeeeeeeeeeeeeee 38
6. Auto-tolerancia @ GIMIL.......coooiiiiiiiiiiiiee e 43
7. Hipotesis de la “deriva del sitio de unidn” .........ccceeeeeiieecciiiieeee e, 47
8. Modelos eXPerimentales.......ccouciiiiiiiiee e e 53
9. SituaCiON ProblEMA ......eeeiiieeee e 59

OBJETIVOS . e e e 61
(O T =] YLl CT=T 0 1= - | PPNt 61
2. ObjetiVos ESPECITICOS . uuiiiiiiiieiiciiteeeeee et e e e e e e e ar e e e e e s 61

MATERIALES Y METODOS ........cuiuiuieieieeeeeeeeeeieieaetese ettt ss s 63
R G [ Tolo] [1'e] o Lo P U P PR 63



1.a. Glicolipidos para iNMUNIZACiON ........ceeiiiiiiieiiiiee e 63

1.b. Glicolipidos PAra TLC-| ..ceiiviiiieiiiiiiee et e s e e e 63
2. INMUNIZACION ..etiiei ittt e e et e e s sbee e e s ssbbeeeesssbeeeessans 64
3. Caracterizacion de antiCUBIPOS......uuiiiiiiiiiie ittt saaee s 66

3.a. Cromatografia en placa fina Inmunotincidon (TLC-1) ..ccovvveeeeeeeeeeccnnnneee. 66

3.b. Revelado de placas con reactivo de orcinol ........cccoeeeeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeennn, 67

3.c. Ensayo de inmuno-absorcion acoplado a enzima (ELISA) ...................... 67

3.d. Cdlculo de los titulos de antiCUErPOS.....coceeeeeeeeeeeeccececcccceccee e, 68

3.e. Ensayo de inhibicidn por antigeno soluble (SABIA)........ccccceeeeeeeccnnnnneen. 69

3.f. Purificacion de poblaciones de anticuerpos anti-ganglidsidos............... 69

3.g. Afinidad relativa de anticuerpos IgM anti-ganglidsidos...........ccceuueen.. 70

3.h. Deteccién de KLH con PNA mediante Western blot .........cccccveeeennnneenn. 70
4. Periodacion de KLH ...t 71

4.3. Ensayo de periodacion.......cccceeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 71

4.b. Ensayo de biotinilacion-oxidacion ........cccccceevvveeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 72

R U L 7Y 50 1SS 74
1. SUEIOS Pre-INMUNES ...uiiiieeeeiiiiceeee e e eeeeetiree e e e e e e e et e e e e e e e eesaasaaaeeseaeaeanes 74
2. Inmunizacion con KLH/ganglidsidos ......ccueeeeueeiieeeeeeieeeeteee e 75
3. Inmunizacidn con gangliOSIdOS ........uueeeeeeeeieeiiiiiieeee e 78
4. INMuNizacion con BSAM/BBG ...coooiveeeeeeeeeeee oottt e e e e e e eeeeareeeeeeeeseesaans 80
5. 1InmMunizacion Con KLH ...ooooiiiiiiiie et 83

5.a. Animales inmunizados con KLH ..........ccooiiiiiiiiiniiieieee e 83

5.b. Respuesta inmune dirigida a KLH .........cccimiiiiiieeiieeee e, 85

5.c. Reactividad cruzada de antiCuUerpos ........cccovveeeeeeeeeccciiiieeeee e 89
6. Evaluacién de la funcién de KLH en el modelo experimental ...................... 92
7. Anticuerpos anti- ganglidsidos y neuropatia ......ccccceeeeeeeeciiiieeeeee e, 98

7.a. Concordancia anticuerpos anti-gangliésidos y signos clinicos................ 98

7.b. Anticuerpos IgM anti-GA1 de alta afinidad en suero pre-inmune......... 99

DISCUSION ..ottt ittt sttt st ssnnes 103
1. Prim@ra Partl ....eeeeeeeeeeieeeieiieeteeetietteeeeeeeteeeteteeeeeeseeeeaeeseeessssassnsssnnsasnsnsnnnnnnee 103



1.a. Modelo experimental .......ccueeiiieiiieeiiiieee e 103

1.b. FUNCION d@ KLH ..o e 108
LG KLH e et e e e e 108
1.0 BSAM Y KLH oottt st e e e e e s e sirae e e e 114
B Y=Y (UL Yo F- 1 Y- o < 117

2.a. Factor de susceptibilidad a la neuropatia en el modelo experimental 117

2.b. Hipotesis de la deriva y factor de susceptibilidad.......ccccoeeeeeeieieieennnn. 118

3. CONCIUSIONES. ...ttt et e e e e e s eata e e s s aaeeee s 121
4. DireCCiones fUTUIAS .....uviiiiiiiiiie ettt 123
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt tene s 125
PUBLICACIONES Y PRESENTACIONES A CONGRESOS ......ccvvvveeeiiieeeeeieeeeeene 141
o] o] [ ToF: T o] s 1= T PP URRROPPRP 141
Presentacion @ CONGIESOS ......uuuuurururrrrrrrrrrrrrrrrrrerrssssrerssrsrrrssrsrrse.....——————. 141

2. Indice de figuras

Figura 1. Estructura general de los glicoesfingolipidos............cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeennn. 14
Figura 2. Series de glicOeSfinGOliPitlOS..........cccueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 15
Figura 3. Representacion esquemadtica de los gangliosidos............ccccceeeeeeeennn... 16
Figura 4. Clasificacion de los subtipos de Guillain-Barre...............cccceeeeeeeeeeeenn.. 20
Figura 5. Mimetismo molecular de ganglidsidos y LOS de C. jejuni..................... 23
Figura 6. Areas del ataque inmune en el sistema nervioso periférico ................ 29
Figura 7. Inmunopatologia en AMAN Y AIDP .........eeeeeeeeeeeeieeeeaaeeeeeeeeivveeaann 31
Figura 8. Correcto funcionamiento de la auto-tolerancia...............ccccccvuvvvveen.... 44
Figura 9. Modelos de CPK de oligosacdridos de GA1, GM1 y GD1b..................... 48
Figura 10. Hipdtesis integrada del origen de anticuerpos anti-GM1.................... 52
Figura 11. Protocolos de inMUNIZACION .............ccceeeeeeeeeeeeeiiiirieeeeeeeeeeeiciivvrreeaaenns 65
Figura 12. Reactividad de anticuerpos en sueros pre-inmune................ccceeeu...... 74
Figura 13. Pesos de animales del Grupo KLH/BBG .............cccoeeeeeevveeeeeeiireeaeeenne. 75
Figura 14. Titulos de anticuerpos anti-GM1 IgM e IgG en el Grupo KLH/BBG.....77
Figura 15. Reactividad de anticuerpos anti-gangliosidos en el Grupo KLH/BBG .78
Figura 16. Pesos de los animales del Grupo BBG ...........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeannn, 79
Figura 17. Reactividad de anticuerpos anti-ganglidsidos en el Grupo BBG.......... 80


file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009611
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009612
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009613
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009614
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009615
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009616
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009617
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009618
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009619
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009620
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009621
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009622
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009623
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009624
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009625
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009626
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009627

Figura 18. Pesos de los animales del Grupo BSAM/BBG ............cccovueeeeevvveeeeeennne. 81
Figura 19. Titulo de anticuerpos anti-GM1 IgM e IgG en el Grupo BSAm/BBG ...82
Figura 20. Reactividad de anticuerpos anti-gangliosidos en el Grupo BSAm/BBG

.............................................................................................................................. 83
Figura 21. Pesos de los animales en el Grupo KLH ............cccoceeeeceveesieeenieeeee. 84
Figura 22. Reactividad de anticuerpos anti-ganglidsidos en el Grupo KLH.......... 85
Figura 23. Titulos de anticuerpos anti-KLH IgM € I1gGi............ccccoeevvvvveeeicuvveeennnnne, 86
Figura 24. Anticuerpos anti-glicanos de KLH..............cccccoevevvveeevsccieneeesiiieaeennnn, 87
Figura 25. Union de PNA a KLH y KLH oxidada.............c.cccceevvueeenceeeenienenieeeee. 88
Figura 26. Control de pérdida de proteinas..............ccccueeeecvveeeescivereeesiirneaeennnn, 88
Figura 27. Union de PNA @ KLH Y BSAM ......ccoouueeeeeeiieeeeeciieeeeeiieeeesvaaa e 89
Figura 28. SABIA con KLH SOIUBIE .............oveeeeeiiieeeeciieeeeeciieeeeeeeeeeseaa e 89
Figura 29. Promedio del porcentaje de inhibicion con KLH en la semana 4 post-

alaa 1014 174o ol o] o B RS 90
Figura 30. SABIA con KLH soluble en el Grupo KLH/BBG............ccccoueeeeevcreeeeennn.. 91

Figura 31. Pesos de los animales de los Grupos KLH+BBG y BSAm/BBG+KLH .....94
Figura 32. Reactividad de anticuerpos anti-gangliosidos en el Grupo KLH+BBG.95
Figura 33. Titulo de anticuerpos anti-GM1 IgM e IgG en el Grupo

BSAMY/BBGAHKLH ...t ete ettt e e et e e eaaa e e saa e e ateaenasaeenneas 96
Figura 34. Reactividad de anticuerpos anti-gangliosidos en el Grupo

BSAMY/BBGAHKLH ...t e ettt e e et e e taaeesaa e e e e enneseenneas 97
Figura 35. Perfil de peso y reactividad anti-gangliésidos en el Grupo KLH/BBG .98
Figura 36. Anticuerpos de alta afinidad en suero pre-inmune........................... 100
Figura 37. Representacion esquemadtica de la reactividad cruzada de anticuerpos
folo Mo o I Te ][ To X [o [0 X3t [ N 113
Figura 38. Esquema general del desencadenamiento de la neuropatia............ 120

3. indice de tablas

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los dos principales subtipos de SGB ............. 33
Tabla 2. Severidad clinica y semana de aparicion en el grupo KLH/BBG ............. 76
Tabla 3. Comparacion de pardmetros en animales KLH/BBG....................c......... 92

Tabla 4. Severidad clinica y semana de aparicion en el grupo BSAm/BBG+KLH..96
Tabla 5. Resumen de tratamientos ............eueeeeeeeeeeeceiiiiiiieeeeeeeesssiiiireeaaeeeeseens 116


file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009628
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009629
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009630
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009630
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009631
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009632
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009633
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009634
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009635
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009636
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009637
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009638
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009639
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009639
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009640
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009641
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009642
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009643
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009643
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009644
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009644
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009645
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009646
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009647
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009647
file:///C:/Users/a/Documents/NORES/Samanta/Académicos/TESIS/TESIS%20final.doc%23_Toc461009648

ABREVIATURAS/ACRONIMOS

AFC: Adyuvante de Freund completo

AIDP: Polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda
AMAN: Neuropatia axonal motora aguda

AMSAN: Neuropatia axonal sensitivo-motora aguda
BAFF: Factor activador de células B

BBG: Ganglidsidos de cerebro bovino

BCR: Receptor de células B

BMZ: Células B de la zona marginal

BSA: Albumina de suero bovino
BSAm: Albumina de suero bovino metilada

C. jejuni: Campylobacter jejuni

CIDP: Polineurorradiculopatia desmielinizante inflamatoria crénica

CMB: Citomegalovirus
CPA: Célula presentadoras de antigeno

DC: Células dendriticas

DTH: Reaccidn de hipersensibilidad de tipo retardada

EAN: Neuritis experimental autoinmune

ELISA: Ensayo de inmuno-absorcion acoplado a enzima
Gal: Galactosa

GalCer: Galactosilceramida

GalNAc: N-acetil-Galactosamina

GlcCer: Glucosilceramida



GSC: Complejos de gangliosidos

GSL: Glicoesfingolipidos

GA1l: GalB1-3GalNAcB1-4GalB1-4GlcB1-1Cer

GD1a: Galp1-(NeuNAca2,3)3GalNAcB1-(NeuNAca2,3) 4GalB1-4GlcCB1-1"Cer
GD1b: GalB1-3GalNAcB1-(NeuNAca2,8NeuNAca2,3)4GalB1-4GlcCB1-1'Cer
GM1: GalB1-3GalNAcB1-(NeuNAca2,3)4GalB1-4GIcB1-1Cer

GT1b: Galf1-(NeuNAca2,3)3GalNAcB1-(NeuNAca2,8NeuNAca2,3)4Galp1-
4GlcCB1-1"Cer

HLA: Antigenos leucocitarios humanos
HRP: Peroxidasa de rabano

IgM: Inmunoglobulina M

IgG: Inmunoglobulina G

iNgys: Neutrofilos colaboradores de células B inducibles

IVIg: Inmunoglobulinas intravenosas

KLH: Hemocianina de lapa californiana

KLHox: Hemocianina de lapa californiana oxidada
KSCN: Tiocianato de potasio

LOS: Lipo-oligosacaridos

MAC: Complejo de ataque a la membrana

MFS: Sindrome de Miller-Fisher

MHC: Complejo mayor de histocompatibidad

MR1: Genes relacionados con MHC 1

NAbs: Anticuerpos naturales
Nav: Canales de sodio dependientes de voltaje

NeuNAc: Acido sidlico



NOADbs: Anticuerpos de origen natural
PBS: Buffer fosfato salino

PM: Peso molecular

PNA: Lectina del mani

SABIA: Ensayo de inhibicion con antigeno soluble
SGB: Sindrome de Guillain-Barré

SNC: Sistema nervioso central

SNP: Sistema nervioso periférico

TBS: Buffer salino Tris

TCR: Receptor de células T

TLC: Cromatografia en capa fina
TLR4: Receptor de tipo Toll

UA: Unidades arbitrarias

UFs: Unidades funcionales

VEB: Virus de Epstein Bar



SUMMARY

Gangliosides are abundant glycans in neural tissue. They have been
proposed as one of the major antigenic targets in Guillain-Barré syndrome
(SGB). Although the etiology of this autoimmune disease is unknown, it is
believed that the immune response elaborated to a pathogen could cross-react
with peripheral nerve gangliosides. Rabbits immunized with bovine brain
gangliosides (BBG) and keyhole limpet hemocyanin (KLH) like carrier protein
develops a neuropathy clinically similar to SGB. However the disease does not
occur if methylated bovine serum albumin (BSAm) is used instead KLH.

In order to characterize the development of humoral immune response in
this animal model, groups of animals were immunized with different
immunogens. A group was immunized with KLH/BBG and another one with
BSAm/BBG. To evaluate the carrier function of KLH in the experimental model
also two other groups were immunized with an alternative immunization
protocol (BSAm/BBG+KLH and KLH+BBG) in which KLH was administered in a
separate emulsion. On the other hand, two control groups immunized only with
gangliosides or only with KLH were also used. Clinical signs and the immune
response generated (title, and isotype specificity of the anti- gangliosides
antibodies) were evaluated in all groups.

All the animals immunized with KLH/BBG showed clinical signs of
neuropathy and IgG antibodies were detected that recognize simple (GA1) and
complex (GM1 and GD1b) structure gangliosides. These antibodies were
partially blocked by pre-incubation with soluble KLH indicating cross-reactivity.
The percentage of cross-reactivity with KLH was modified over time (change in
antibodies specificity). The reduction in the percentage of cross-reactive
antibodies generally coincides with the onset of clinical signs. No animals of the
control groups got sick (KLH or BBG groups). Only in rabbits immunized with KLH
was detected a slight reactivity of IgG isotype antibodies that recognize GAl,
and was completely blocked by preincubation with soluble KLH. Using the
peanut agglutinin (PNA) was confirmed in KLH, the existence of a determinant
also present in GA1/GM1/GD1b (GalB1-3GalNAc). While the BSAm/BBG group
did not get sick, when we also immunized this group with KLH separately
(BSAm/BBG+KLH) the situation is reversed and neuropathy is generated.
Nevertheless separately immunization with KLH and BBG (KLH+BBG) did not



produce clinical signs of disease. Finally among the animals that developed
neuropathy, those with an early onset had a higher percentage of high affinity
anti-GA1 antibodies at pre-immune serum compared with those with a late
onset.

These results suggest that the presence of KLH in the immunization is
required for development the disease. The antibodies begin recognizing the
terminal sugars shared between KLH-gangliosides and then expand the
identified region. Consequently it occur a change of antibodies specificity to
gangliosides, accompanied by the onset of neuropathy. Although gangliosides
do not possess the ability to generate an IgG isotype response, it may redirect
the anti-GA1 response produced by KLH against gangliosides with more complex
structures. Fine specificity and affinity of the anti-gangliosides antibodies are key
in the onset of neuropathy, in fact a high percentage of anti-GA1 high affinity
pre-immune antibodies was associated with early onset of the disease.

Two main conclusions are established. First, KLH would have two
fundamental roles, carrier and specific immune stimulant. Second, the
susceptibility factor to develop the neuropathy may be related to the affinity of
anti-GA1 NOAbs present in the pre-immune serum. To our knowledge, this work
is the first not only to describe in detail the immune response generated during
the development of neuropathy in an experimental model but also to establish a
possible host susceptibility factor.
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RESUMEN

Los ganglidsidos, glicanos propios abundantes en tejido neural, han sido
propuestos como los principales blancos antigénicos en el Sindrome de Guillain-
Barré (SGB). Aunque la etiologia de esta enfermedad de tipo autoinmune es
desconocida, se cree que la respuesta inmune elaborada hacia un patdgeno,
podria reaccionar en forma cruzada con gangliésidos de los nervios periféricos.
Conejos inmunizados con una mezcla de ganglidsidos de cerebro bovino (BBG) y
hemocianina de lapa californiana (KLH por su sigla en inglés) como proteina
carrier, desarrollan una neuropatia clinicamente similar al SGB. Sin embargo, la
enfermedad no se produce si en lugar de utilizar KLH se emplea albimina de
suero bovino metilada (BSAm).

Con el objeto de caracterizar el desarrollo de la respuesta inmune
humoral en este modelo animal, grupos de conejos fueron inmunizados con
distintos inmundgenos. Un grupo fue inmunizado con KLH/BBG y otro con
BSAm/BBG. Con el objetivo de evaluar la funcion carrier de KLH en el modelo
experimental, otros dos grupos fueron inmunizados en base a un protocolo
alternativo de inmunizacion (BSAm/BBG+KLH y KLH+BBG), en el que KLH se
administra en emulsiones separadas. Ademas, se utilizaron dos grupos controles
inmunizando sélo con BBG o sdlo con KLH. Se evaluaron tanto los signos clinicos
como la respuesta inmune generada (titulo, isotipo y especificidad de los
anticuerpos anti-gangliosidos).

Todos los animales inmunizados con KLH/BBG mostraron signos clinicos
de neuropatia y se les detectaron inmunoglobulinas de isotipo G (IgG) que
reconocen a ganglidsidos de estructura simple (GA1) y compleja (GM1 y GD1b).
Estos anticuerpos fueron parcialmente bloqueados por pre-incubaciéon con KLH
soluble indicando su reactividad cruzada. El porcentaje de reactividad cruzada
con KLH se modificd a lo largo del tiempo (cambio de la especificidad de los
anticuerpos). La reducciéon en el porcentaje de anticuerpos con reactividad
cruzada coincide generalmente con el comienzo de los signos clinicos. Ningun
animal de los grupos controles (Grupos BBG o KLH) se enfermd, y sélo en
aquellos inmunizados con KLH se detectd una leve reactividad de anticuerpos de
isotipo 1gG que reconocen GAl y que son totalmente bloqueados por
preincubacion con KLH soluble. Utilizando la lectina del mani (PNA) se corroboré
en KLH la existencia de un determinante presente también en GA1/GM1/GD1b
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(GalB1-3GalNAc). Si bien el grupo BSAm/BBG no enfermd, al inmunizar por
separado también con KLH (BSAm/BBG+KLH) se revirtié esta situacion y se
generod la neuropatia. Sin embargo, la inmunizaciéon con BBG y KLH por separado
(KLH+BBG) no produce signos clinicos de enfermedad. Finalmente, entre los
animales que desarrollaron la neuropatia, aquellos que enfermaron
tempranamente presentaron un mayor porcentaje de anticuerpos anti-GA1l de
alta afinidad en suero pre-inmune, comparado con aquellos que enferman de
forma tardia.

Estos resultados sugieren que, la presencia de KLH en la inmunizacion es
requerida para generar la enfermedad. Los anticuerpos comenzarian
reconociendo los azucares terminales compartidos entre KLH y GA1 para luego
expandir la regién identificada. Como consecuencia, se produce un cambio de
especificidad de los anticuerpos hacia los ganglidsidos, acompafiado del
comienzo de la neuropatia. Si bien los gangliésidos no poseen la capacidad de
generar una respuesta de isotipo IgG, podrian re-direccionar la respuesta anti-
GA1 inducida por KLH hacia gangliésidos con estructuras mas complejas. Tanto
la especificidad fina, como la afinidad de los anticuerpos resultaria clave en el
comienzo de la neuropatia, incluso un elevado porcentaje de anticuerpos anti-
GA1 de alta afinidad en suero pre-inmune se asocidé con el comienzo temprano
de la misma.

Se establecen dos conclusiones principales. En primer lugar, KLH estaria
cumpliendo el papel tanto de carrier como de inmuno-estimulador especifico.
En segundo lugar, el factor de susceptibilidad a desarrollar la neuropatia podria
estar relacionado a la afinidad de los NOAbs anti-GA1 presentes en el suero pre-
inmune. Segun nuestro conocimiento, este trabajo es el primero no sélo en
describir en detalle la respuesta inmune generada durante el desarrollo de la
neuropatia en un modelo experimental, sino también en establecer un posible
factor de susceptibilidad del huésped.

12
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1. Aspectos generales

Los glicoesfingolipidos (GSL) son moléculas complejas compuestas por un
mono u oligosacdrido (porcién hidrofilica) unido covalentemente a una
ceramida (porcidn hidrofdbica), como se muestra en la Figura 1. En los animales
superiores, la glucosa o la galactosa son los monosacaridos que se unen
directamente a la ceramida, originando glucosilceramida (GlcCer) o
galactosilceramida (GalCer). En el caso de la GlcCer, sucesivos monosacaridos

pueden ser adicionados originando una serie de cadenas tipo que reciben

nombres especificos.

Esfingosina
Glucosilceramida Glucosa
Galactosilceramida Galactosa
Lactosilceramida Disacarido Acido graso
Globotriasilceramida Trisacarido

. - . . . Grupo
Globotetraosilceramida (Globosido} Tetrasacarido
sustituyente

Gangliésido Oligosacarido complejo

e
x

Figura 1. Estructura general de los glicoesfingolipidos

Se esquematiza la estructura general de los glicoesfingolipidos. a) Nomenclatura

basica de GSL. b) Representacion de la estructura de los GSL. c) Estructura del
gangliésido GM1.
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Existen grandes variaciones en el nimero y secuencia de la porcidon
glucosidica, por lo que los GSL se agrupan en diferentes series de acuerdo a la
porcion interna de su oligosacarido. En los mamiferos, la mayoria de los GSL

derivan de cuatro series: lacto, globo, ganglio y mucoserie (Figura 2).

Gal ", 3cicNac ", 3Gal P | aGic P, 1Cer LACTO

Gal —» 4GIcNAc —— 3Gal —E— 4GIc —— 1°Cer NEOLACTO

5]

Gal * 3Gal d 4Gal—* 4Glc —— 1'Cer MUCO

"

B o

GalNAc * 3Gal acal_ " _4cic_P _ rcer  GLOBO

- - -

GalNAc _%, 3Gal » 3Gal_® Lacic P, 1cer ISOGLOBO

Gal —F" » 3GaNAc —F— 4Gal—F—+ 4GIc —F , 1Cer GANGLIO

Figura 2. Series de glicoesfingolipidos

Los GSL pertenecen a distintas series en funciéon de su cadena glucidica. Cuando el
GSL presenta galactosa en lugar de glucosa unida a la ceramida se incluye dentro de
la serie GALA.

Los GSL se hallan distribuidos en la mayoria de las células eucariotas
respondiendo a un patron especifico de tipo celular. Se trata de moléculas
anfipdticas que se encuentran ancladas en la hemicapa externa de la membrana
plasmatica, presentando las porciones glucidicas hacia el exterior (Khalili-Shirazi
et al. 1997). Esta caracteristica, sumada a la extensa variabilidad estructural de
los dominios glucidicos llevd a considerarlos como moléculas de reconocimiento
asociadas a eventos de comunicacion celular (Saida et al. 1980). Los GSL han
sido relacionados con procesos que involucran interacciones célula-célula,
célula-sustrato y célula-mensajeros. Por otro lado, estas mismas caracteristicas
los convierten ademds en blancos de diversos factores patogénicos como virus,
bacterias, toxinas y anticuerpos (Kojima y Hakomori 1989; Khalili-Shirazi et al.

1997; Tettamanti 2003; Aureli et al. 2015).

Los ganglidsidos son un tipo de GSL que se caracteriza por poseer uno o
mas acidos sialicos (NeuNac) en su estructura. La nomenclatura de los mismos,

sugerida por Svennerholm en 1980, es la mas utilizada en la actualidad y emplea
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tanto el nimero de residuos de carbohidratos, como el patrdon de sialilacion de
la molécula. Se utiliza en primer lugar, la letra G que se refiere a “gangliésido”,
luego la letra M, D, T o Q indica si la molécula es mono, di, tri o tetra sialilado. El
subindice numérico asignado indicaba, en un primer momento, el orden de
migracion en un cierto sistema cromatografico (Svennerholm 1980;
Svennerholm 1993). A pesar de la subsecuente introduccién de un sistema
oficial mas sistematizado (IUPAC-IUB 1998), hoy en dia se continua utilizando el

sistema de Svennerholm (Figura 3).

Cer  GQ1b Cer GT1a

cer GD3 cer GM1

cer GM1b
Cer GD2

cer GD1a

Cer GD1b

cer GalNAc-GD1a

53747

Cer GT1b O Galactosa ’ Glucosa

D N-Acetilgalactosamina

o5 0og oo veg ue}

‘ acido N-Acetilneuraminico

Cer Ceramida

Figura 3. Representacion esquematica de los gangliésidos
En la imagen se observan las referencias de cada simbolo (Yuki 2009)

Si bien los gangliésidos son componentes ubicuos de las membranas
celulares de todos los vertebrados, son especialmente abundantes en tejido

neural. Constituyen el 10-12% del contenido lipidico total de las membranas
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neuronales (aunque la principal localizacion es en membrana externa, también
se encuentra en estructuras sub-celulares como organelas, vesiculas y otras
estructuras de transporte) (Tettamanti 2003). En tejido nervioso periférico se ha
observado ademds una heterogeneidad en los patrones de expresion de
gangliésidos (Aureli et al. 2015). De esta forma, GM1 y GDla se expresan
predominantemente en axones de nervios motores (Ogawa-Goto et al. 1992),
GQ1lb en nervios craneales (Chiba et al. 1997) y GD1b en nervios sensoriales
(Gong et al. 2002). Ademas, han sido localizados en plataformas de sefializacion
especializadas dentro de la membrana celular y se ha observado que modulan el
flujo de calcio, tanto en neuronas como en otras células (Ledeen y Wu 2002).
Por estos motivos, se piensa que contribuyen a las funciones celulares basicas
de transduccidn de sefales.

Por otro lado, su enriquecimiento en tejido neural llevd a asociar a estos
GSL con el funcionamiento del sistema nervioso (Ho et al. 1997a; Sheikh et al.
1998) y consecuentemente con trastornos neuroldgicos de origen metabdlico
(enfermedad de Tay-Sachs) y enfermedades neurodegenerativas (Sandhoff y
Harzer 2013; Ariga 2014; Aureli et al. 2015). Adicionalmente, en diversas
neuropatias de origen autoinmune, los ganglidsidos han sido implicados
adoptando el rol de antigenos (auto-antigenos) (llyas et al. 1988; Gallardo et al.

2001; Ariga 2014).

2. Neuropatias periféricas: Polineuropatias

Las neuropatias han sido clasificadas en tres grandes grupos:
mononeuropatias, mononeuropatias multiples y polineuropatias, en base a si se
ven afectados un uUnico nervio, multiples Unicos nervios o multiples nervios

respectivamente (Donofrio 2012).
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Las polineuropatias son un grupo de desdrdenes de nervios periféricos
caracterizados por presentar un proceso simétrico y diseminado, habitualmente
distal y gradual. Este proceso puede exhibir pérdida sensitiva, debilidad
muscular o una combinacion de ambas (Castafieda Ferndndez y del Corral

Garcia 2003).

La clasificacion de las polineuropatias ha resultado bastante compleja
debido a la amplia variedad existente en lo que respecta al tiempo de evolucién,
severidad y caracteristicas de los sintomas. Por otro lado, la complejidad
continda incrementandose a medida que se identifican nuevos subgrupos y

nuevas asociaciones.

En base al tiempo de evolucidn, las polineuropatias pueden ser agudas,
subagudas o crdonicas. Teniendo en cuenta la naturaleza de la lesién nerviosa se
clasifican en axonales, desmielinizantes o mixtas. De acuerdo a las fibras
afectadas, las polineuropatias pueden ser sensitivas, motoras o ambas.
Finalmente, teniendo en cuenta las causas, pueden ser genéticas, traumaticas,
isquémicas, toxicas, inflamatorias, metabdlicas o autoinmunes. Esta ultima
categoria en la clasificacion genera amplios debates por la existencia aun de
aspectos no esclarecidos en la fisiopatologia y origen (Castafieda Fernandez y

del Corral Garcia 2003).

Las polineuropatias autoinmunes pueden ser iniciadas por un amplio
rango de eventos inmunopatoldgicos, sin embargo con fines practicos, se
clasifican principalmente en neuropatias  autoinmunes  crdnicas
(Polineurorradiculopatia Desmielinizante Inflamatoria Crénica o CIDP) y agudas

(Sindrome de Guillain-Barré o SGB) (Bourque et al. 2015).
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3. Sindrome de Guillain-Barré

En 1916, Guillain, Barré y Strohl describieron por primera vez un
sindrome que involucraba paralisis flacida simétrica y arreflexia® (Guillain et al.
1916). En la actualidad, debido a la erradicacion de la poliomielitis, el
denominado Sindrome de Guillain-Barré, es considerado la causa mas frecuente
de pardlisis flacida aguda en el mundo. Se ha establecido una frecuencia de
aparicion en los paises occidentales de 1,11 cada 100000 personas por afio con

mayor incidencia en adultos (Yuki y Hartung 2012; Winer 2014).

El Sindrome de Guillain-Barré (SGB) no se considera una uUnica entidad,
sino que se define como un conjunto de polineuropatias agudas severas. La
clasificacién de los subtipos se basa principalmente en el tipo de fibra afectada y

la naturaleza del dafio que ésta sufre (desmielinizacidon o degeneracion axonal).

Se ha detectado la existencia de una notable diferencia de distribucidon
geografica para cada subtipo de SGB. En occidente (Europa y América del
Norte), la variante desmielinizante constituye el 90% de los casos de SGB,
mientras que en China, Japén y México la variante axonal tiene la frecuencia

mas elevada, alrededor del 60% (Yuki y Hartung 2012; van den Berg et al. 2014).

El cuadro clinico de la neuropatia se presenta como una paralisis motora
simétrica, arrefléctica, ascendente y de rdpida evolucidon (horas-pocos dias),
frecuentemente acompafiada de disestesia® y prurito. Se trata de una
enfermedad monofasica, en donde la debilidad alcanza el grado maximo de

severidad alrededor de las 4 semanas, seguida por una fase de plateau (entre 2

Ausencia total de reflejos neurolégicos, ya sea centrales o periféricos.

2 Trastorno de la sensibilidad que puede corresponder a una disminucién, a una
exageracion o a la suscitacién de una sensacion desagradable por parte de un estimulo
normal.
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dias y 6 meses) para luego comenzar con la fase de recuperacién. La mayoria de
los pacientes requiere hospitalizaciéon y alrededor del 25%-30% puede llegar a
requerir ventilacion mecdnica. La debilidad simétrica se presenta en los
musculos proximales y distales de las extremidades, principalmente las
inferiores, y al progresar puede llegar a conducir a la muerte por fallo
respiratorio (Yuki y Hartung 2012; van den Berg et al. 2014; Bourque et al.
2015).

SGB

AIDP MEFS AMAN

AIDP

. AMSAN
secundario

Figura 4. Clasificacion de los subtipos de Guillain-Barré

Clasificacion fisioldgica y patoldgica tentativa. La flecha indica el incremento de la
severidad del ataque inmune (Griffin et al. 1996).

Como se muestra en la Figura 4, se han descripto cuatro subtipos de
Guillain-Barré, en base a lo detallado anteriormente (Ho et al. 1998; Uncini et al.

2013; van den Berg et al. 2014; Bourque et al. 2015):

Polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria aguda o AIDP (Acute
Inflammatory Demyelinating Polyradiculoneuropathy): Es una forma sensitivo-
motora del SGB y se considera el subtipo mas frecuente encontrado en el

mundo occidental (90% de los casos). Se caracteriza por la destruccidon de las
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células de Schwann, daino en la mielina, activacion de macroéfagos y linfocitos.
En general es de rapida recuperacidn, a excepcion de los casos severos en

donde se ha observado dafio axonal secundario.

Neuropatia axonal motora aguda o AMAN (Acute Motor Axonal Neuropathy):
Es una variante puramente motora del SGB. El dafio es principalmente axonal,
con destruccidon de los nodos de Ranvier de las fibras motoras. Este subtipo
progresa mas rapidamente que el AIDP y presenta un cuadro de recuperacion

prolongada, aunque existen casos de rapida recuperacion.

Neuropatia axonal sensitivo-motora aguda o AMSAN (Acute Motor and
Sensory Axonal Neuropthy): Se considera una forma mas severa del AMAN, en
la que tanto las fibras sensitivas como motoras se encuentran afectadas. El
mecanismo desencadenante es similar al de AMAN, pero las neuronas sensitivas
y las raices nerviosas también son afectadas. Presenta una lenta recuperacion y

a menudo incompleta.

Sindrome de Miller Fisher o MFS (Miller Fisher syndrome): Es un subtipo poco
comun de SGB que se caracteriza por ataxia, oftalmoplejia® y arreflexia.
Presenta una modalidad desmielinizante similar al AIDP. Usualmente los
pacientes presentan una buena evolucidén clinica, pero en algunos casos pueden
desarrollar debilidad en sus miembros e insuficiencia respiratoria (Sindrome de

superposicion MFS-SGB) (Urushitani et al. 1995).

Actualmente, la velocidad de recuperacion puede ser acelerada mediante
administracion de inmunoglobulinas intravenosas (IVIg) en altas dosis,

plasmaféresis®, kinesioterapia y en algunos casos administracion de corticoides.

® Trastorno del sistema oculomotor que produce la incapacidad para mover

voluntariamente el globo ocular. Paralisis de uno o mas musculos oculares.

* Método mediante el cual se extrae completamente la sangre del cuerpo y se procesa
de forma que las células se separen del plasma. Las células de la sangre se devuelven
luego al paciente sin el plasma, el cual el organismo sustituye rapidamente.
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El prondstico de recuperacion varia entre semanas y meses en el 85% de los
casos, aunque en algunos puede persistir la arreflexia. La mortalidad se
considera de entre un 5% y 10%, produciéndose en general como consecuencia
del compromiso pulmonar (el subgrupo AMSAN suele presentar el peor

prondstico) (Ho et al. 1998; Yuki y Hartung 2012).

Si bien las causas de la enfermedad son desconocidas, se considera una
enfermedad post-infecciosa, ya que epidemiolégicamente, en un elevado
porcentaje de los casos, una infeccidn gastrointestinal o respiratoria ligera
precede a los sintomas neuroldgicos en 7-10 dias. También se han descripto
otros antecedentes como procesos quirdrgicos o inmunizaciones (vacunas
antivirales). Aunque, al respecto, también se ha reportado un efecto “protector”
de la vacunacion contra la influenza en el riesgo de contraer SGB. Se cree que
este efecto podria estar relacionado a la proteccion contra la gripe o una menor
probabilidad de que individuos con una infeccidn reciente sean vacunados (Tam
et al. 2007; van den Berg et al. 2014). De todas formas, Campylobacter jejuni (C.
jejuni), el virus de Epstein Bar (VEB) y el Citomegalovirus (CMB) se consideran
los antecedentes infecciosos mads frecuentes asociados al SGB, si aunque
algunos reportes también lo asocian con el Mycoplasma pneumoniae, el virus de
la influenza, la varicela y el Zika (Willison y Yuki 2002; Yuki 2007b; Yuki y Hartung
2012; Cao-Lormeau et al. 2016; Phongsisay 2016).

El mimetismo molecular’, ha sido propuesto como uno de los
mecanismos patogénicos de esta neuropatia (Yuki 2007b). Esta hipdtesis se
sustenta principalmente en dos puntos. Por un lado, se detecta la reaccidn

cruzada de los anticuerpos generados por la infeccion bacteriana con auto-

> Similitud en los determinantes antigénicos de dos moléculas concretas. Puede ocurrir
gue un microorganismo presente similitud con una molécula de un hospedador
inmunocompetente. En tal caso, la respuesta inmune generada contra el
microorganismo reaccionarian con la molécula del hospedador, originandole una
enfermedad autoinmune.
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antigenos (gangliésidos). Por otro lado, se ha identificado en lipo-oligosacaridos
(LOS) un tetrasacarido terminal igual al encontrado en el ganglidsido GM1
(Figura 5) (Yuki 2007b). Sin embargo, estrictamente el concepto de mimetismo
molecular no podria aplicarse en este caso, debido a que la estructura

reconocida por los anticuerpos es exactamente la misma en ambas moléculas.

oMt OD-?&
GD1a ?ﬂ?'

Gﬂﬂl ?—D?‘cnr
com-Ligid & GD1c-like LOS
G03 ?‘.’Gw (ik Con-Livds  GDlike LOS

Oﬁm .Gl.l:m Dﬂ-mq.rrgalauﬂunlm ‘H‘Aaa'q,rlrmnmlm acid Cer Ceramide

cee-Lpid & GM]-like LOS

Coni- Ligid & G0 a-like LOS

Con-LUpida  GTia-lile LOS

X

Figura 5. Mimetismo molecular de gangliésidos y LOS de C. jejuni
Se esquematizan por un lado los tetrasacaridos terminales de ganglidsidos

(izquierda) y por el otro (derecha) LOS simil ganglidsidos presentes en C. jejuni
aislados de pacientes con SGB (Yuki 2007b).

La sintesis de aquellos LOS similares a ganglidsidos identificados en un
subgrupo de cepas de C. jejuni, depende de un conjunto de genes polimdrficos
que varian enormemente entre cepas (van Belkum et al. 2001; Gilbert et al.
2002; Yuki 2007b). Los humanos se encuentran frecuentemente expuestos a
cepas que exhiben esta estructura y sin embargo, sélo un individuo de cada
1000-5000 pacientes que sufren enteritis causada por C. jejuni desarrollard SGB
en los dos meses subsiguientes (Nachamkin et al. 1999; McCarthy y Giesecke
2001; van den Berg et al. 2014). Por otro lado, en pacientes que han recibido

tratamiento parenteral con ganglidsidos, se observa que sdélo un pequefio
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numero de ellos desarrolla SGB (llla et al. 1995; Govoni et al. 2003).
Curiosamente se ha observado una tasa de recurrencia elevada (5%-6%)
(Kuitwaard et al. 2009) y la existencia de casos de SGB familiares (Ang et al.

2000).

La suma de estos hechos, resalta la existencia de un factor intrinseco en
cada individuo que le brinda una susceptibilidad o predisposicion a desarrollar la
condicidon (Sheikh et al. 1998; Nachamkin et al. 1999; Rinaldi 2013). Sin
embargo, aun no ha sido identificado un claro factor genético de riesgo. Se han
intentado establecer factores inmuno-genéticos comunes en los pacientes que
desarrollaron SGB, sin embargo, en su gran mayoria los resultados han sido
negativos o heterogéneos para el antigeno linfocitario humano (HLA), el
receptor de células T (TCR), polimorfismo de CD14, CD1 y TLR4 (Ma et al. 1998;
Geleijns et al. 2004; Wu et al. 2012).

Segun la bibliografia, hasta la fecha sélo se han detectado dos
asociaciones entre el SGB y polimorfismos. Por un lado, se hallé una asociacién
moderada con un polimorfismo en el gen de TNF-a (Wu et al. 2012), aunque
dicha asociacién sélo se observa para los subtipos AMAN y AMSAN en la
poblacién china (Jiao et al. 2012). Por otro lado, se detectd una asociacion entre
el polimorfismo del gen MBL2 (lectina de unién a manosa) y la severidad y el
comienzo del SGB (Geleijns et al. 2006). Estas predisposiciones genéticas no
estarian relacionadas al origen de los auto-anticuerpos, sino mas bien al proceso

desencadenado luego de la instauracién de la respuesta inmune.

Como se sefiald anteriormente, la naturaleza de la respuesta inmune esta
gobernada tanto por factores del huésped como del patégeno, recientemente
se ha sugerido que la patogénesis es altamente dependiente de la microbiota
intestinal del huésped y el sistema inmune innato (Bereswill et al. 2011; Willison
y Goodyear 2013). En el ambiente correcto, la patogenicidad de C. jejuni induce

a las células epiteliales a liberar varios factores (CXCL20, IL-8) que reclutan
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células dendriticas, macréfagos y neutréfilos (respuesta predominantemente
Th1®) (Young et al. 2007). Se ha sugerido que en la fase progresiva del SGB la
respuesta predominante es Thl mientras que en la fase de recuperacion, la

respuesta cambia hacia Th2” (Nyati et al. 2011).

4. Patogénesis

Establecer un mecanismo inmunopatoldgico conjunt,o0 en base a la
integracion de los conocimientos de la fisiopatologia del SGB, ha resultado
complejo. Uno de los principales factores implicados, es la presencia de al
menos dos patologias que conducen al diagndstico clinico de SGB (una
neuropatia desmielinizante y otra axonal). Sin mencionar que no siempre
resulta posible separar estos subtipos utilizando estandares clinicos y ensayos
electrofisiolégicos. Otro de los factores involucrados fueron las dificultades de

establecer un modelo animal reproducible (Rinaldi 2013).

La importancia de la respuesta inmune humoral y celular en el proceso
de iniciacién de la enfermedad ha sido motivo de discusion. Se cree en la
actualidad, que AMAN es una enfermedad conducida por anticuerpos mientras
qgue en AIDP se encuentra involucrada principalmente una respuesta inmune

celular (Hughes y Cornblath 2005).

® Clasificacién de linfocitos en base al patrén de citoquinas producidas (IL-2, IFN- v,

TNF- « ). Colaboran en la activacidon de macroéfagos. Promueve la inmunidad celular.

’ Clasificacion de linfocitos en base al patrén de citoquinas producidas (IL-4, IL-10).
Colaboran en la activaciéon de linfocitos B y son importantes en las reacciones alérgicas
y en la defensa frente a parasitos.
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4.a. La respuesta inmune en el sistema nervioso periférico

El sistema nervioso periférico (SNP) se encuentra relativamente aislado
de la circulacion sistémica debido a la presencia de la barrera hematoneural®,
por lo que sélo pequeiias cantidades de proteinas circulantes pueden ingresar al

espacio endoneural (Ho et al. 1998).

La presencia de la barrera hematoneural ha llevado tradicionalmente a
considerar al SNP como “inmunoldgicamente privilegiado”. Este concepto ha
sufrido revision en los ultimos afios, debido no sélo a que diversos linfocitos
pueden circular dentro y fuera del SNP sino que el mismo contiene numerosas
células inmunes residentes (macréfagos, mastocitos y algunos linfocitos) (Kiefer
et al. 2001). La relativa permeabilidad que posee la barrera hematoneural hace
al SNP mds susceptible que el sistema nervioso central (SNC) en lo que se refiere

a desordenes mediados por anticuerpos (Ho et al. 1998).

La barrera hematoneural puede volverse accesible a la respuesta inmune
humoral y celular bajo diversas condiciones, permitiendo el encuentro con los
denominados “antigenos protegidos” (Koller et al. 2005; Bourque et al. 2015).
Por ejemplo, durante una inflamacidn los macréfagos residentes, mastocitos y
células de Schwann liberan citoquinas que inducen la expresidon de moléculas de
adhesién en las células endoteliales. Una vez que los leucocitos atraviesan la
membrana hematoneural, al menos cuatro mecanismos autoinmunes han sido

involucrados en la disfuncion y dafo del SNP:

1- Lisis mediada por células T citotdxicas: La activacion de las células T CD4+

puede conducir a dos tipos de respuestas. Una humoral u otra celular

(Th1). Las células Thl producen la activacién de células T CD8+

8 Barrera entre los nervios periféricos y el endotelio vascular. Actia como barrera de
difusion, pero la permeabilidad a los lones es aun mayor que en la barrera
hematoencefdlica.
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(citotdxicas) y macrofagos. Las células T CD8+ reconocen a un antigeno
en el contexto de MHC clase | y pueden producir perforinas que dafan a

la célula diana.

2- Ataque del complemento mediado por anticuerpos: En la respuesta de

tipo Th2 las células TCD4+ reconocen el antigeno presentado por las
células B en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) clase Il y las activan. Las citoquinas liberadas estimulan a las
células B a diferenciarse a células plasmaticas productoras de
anticuerpos. Estas Ultimas producen preferencialmente 1gGl e 1gG3
fijadores de complemento. La activacion de complemento produce un
complejo de ataque a la membrana, lo que puede conducir a la entrada
de calcio y la activacion de enzimas sensibles al mismo. Esto conduce a la

desmielinizacién y degeneracion Walleriana®.

3- Dano de las membranas debido a citoquinas vy radicales libres producidos

por células inflamatorias: Los compuestos reactivos derivados de

oxigeno, liberados por los macréfagos pueden contribuir al dafo de la
mielina, sumado a que las citoquinas como TNFa pueden producir

necrosis.

4- Disrupcion de la funcién del sistema nervioso mediado por anticuerpos:

La unién de anticuerpos a dianas especificos puede conducir a la
interrupcion de su funcién y causar disfuncidn neuroldgica, como en el

sindrome miasténico de Lambert-Eaton.

Existe evidencia de que diferencias sutiles en el organismo infeccioso

pueden influenciar profundamente la generacidon de la respuesta inmune. Por

° Degeneracién nerviosa causada por la separacién del centro tréfico de una fibra
nerviosa. Se produce una fragmentaciéon del axén y de la vaina de mielina. La parte del
axon separada del cuerpo celular de la neurona degenera.
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ejemplo, los LOS conteniendo acido sialico incrementan significativamente Ia
activacion de las células dendriticas, en comparacion con aquellos no sialilados
(Kuijf et al. 2010). Se ha observado que la sialilacidon incrementa la produccion
de IL-6 y IL-10 por macroéfagos y células dendriticas in vitro y la produccion de
IFN-a y IFN-B in vivo, lo cual podria polarizar la respuesta inmune (potenciar la
activacion del receptor de células B (BCR), la producciéon de inmunoglobulinas y

el cambio de isotipo) (Huizinga et al. 2012).

Ademss, el grado de sialilacidon de los LOS (mono- o di-sialilados) es capaz
de influenciar intensamente la respuesta inmune. La infeccién de C. jejuni con
actividad de a-2,3-monosialiltransferasa es mas probable que resulte en la
produccién de anticuerpos dirigidos contra GM1 y GD1la induciendo AMAN.
Mientras que C. jejuni con actividad a-2,3- y a-2,8-monosialiltransferasa
produce anticuerpos anti GQlb dando lugar a MFS (Koga et al. 2005; Yuki
2007a). Adicionalmente, los LOS monosialilados favorecen la respuesta de tipo
Th2, promoviendo la inmunidad contra patégenos extracelulares y el cambio de
clase en las células B. Mientras que los LOS disialilados incrementan la

produccién de IFNy conduciendo a una respuesta Thl celular (Bax et al. 2011).

La activacion del receptor TLR4 por LOS bacterianos induce una potente
respuesta inflamatoria. Se cree que esta interaccion podria desempefiar un
importante papel en la maduracién de la respuesta humoral dirigida hacia los

epitopes sialilados de LOS (Willison y Goodyear 2013).

4.b. Inmunopatogénesis del SGB

Estudios inmunoldgicos sugieren que la estructura diana del ataque
difiere dependiendo del subtipo de SGB. De forma simplificada, en AIDP el

ataque parece estar dirigido contra un componente de las células de Schwann
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mientras que en AMAN, la diana parece ser el axolema y los nodos de Ranvier
como se representa en la Figura 6 (Griffin et al. 1996; Willison 2005; Yuki
2007b).

Figura 6. Areas del ataque inmune en el sistema nervioso periférico

a) Nodos de Ranvier: Los anticuerpos anti-GM1 se concentran en el nodo seguido por
el ataque de los macréfagos (AMAN). b) Mielina de la célula de Schwann: Los
anticuerpos atacan la mielina seguida por activacion del complemento y eliminacién
de la misma mediada por macréfagos (AIDP). Imagen adaptada de Ho et al. (Ho et al.
1998)

Aunque la respuesta auto-inmune generada en los distintos subtipos del
SGB tiene el potencial de reaccionar con los gangliésidos de todas las
membranas, el dafio generado se restringe a las membranas de los nervios
periféricos. Se cree que esta interaccidon especifica esta asociada a diversos
factores, entre ellos la alta densidad antigénica combinada con una baja tasa de
recambio y la relativa escasez de inhibidores del complemento en las
membranas neurales. Estos factores sumados conducen a una extrema
vulnerabilidad de la homeostasis neurofisiolégica al dano mediado por

anticuerpos y complemento (Fewou et al. 2012; Cunningham et al. 2016). La
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extension del dafio puede depender de la especificidad de los anticuerpos, la
integridad de la barrera hematoneural y los reguladores locales de la activacion

del complemento (Willison 2005).

Por otro lado, si bien, los anticuerpos anti-gangliésidos potencialmente
podrian unirse a cualquier membrana que contenga ganglidsidos, el acceso y la
unioén de los mismos estan sujetos a impedimentos estéricos locales. Uno de los
principales sitios de facil acceso para los anticuerpos circulantes es el
componente pre-sinaptico de la uniéon neuromuscular el cual no sélo es rico en
ganglidsidos sino que también se encuentra fuera de la barrera hematoneural

(Willison 2005).

AMAN

En AMAN, se ha observado en primer lugar una escasa o nula infiltracién
linfocitaria. En segundo lugar, los anticuerpos se depositan en los nodos y
activan el complemento, por lo que el producto final de la activaciéon del
complemento se forma en el axolema nodal (Susuki et al. 2007; Susuki et al.
2012). Las agrupaciones de canales de sodio desaparecen cuando el
complemento se deposita y el nodo comienza a exponer sus regiones
paranodales (Figura 7). El atague autoinmune causa la desaparicion de las
moléculas de adhesion en el paranodo, altera las uniones axogliales y desprende
los bucles de la mielina terminal paranodal (Susuki et al. 2007; Kuwabara y Yuki
2013). Este efecto imita a la desmielinizacion paranodal, sin embargo la
patologia primaria se encuentra en el axdn. Los macréfagos son reclutados e
invaden los nodos de Ranvier insertandose entre el axén y la célula de Schwann
que rodea al axolema, dejando la mielina intacta (Hafer-Macko et al. 1996b). El
dano axonal inicialmente afecta al nodo y luego a la regién paranodal, teniendo

efectos substanciales en la conduccion nerviosa (bloqueo).
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Figura 7. Inmunopatologia en AMAN y AIDP

A) En un primer momento los anticuerpos IgG se depositan en el nodo donde ocurre el
ataque autoinmune para luego extenderse a los paranodos. Las agrupaciones nodales
de canales de sodio dependientes de voltaje (Nav) y las proteinas asociadas a
contactina paranodal se destruyen. B) La rdpida reparacién de los nodos alterados
(falla de conduccidn reversible) se asocia con la pronta recuperacion, mientras que (C)
la progresion del AMAN tipico con degeneracidon axonal se asocia a malas
recuperaciones. D) En AIDP se observa desmielinizacién segmentada y remielinizacion.
Los macrofagos invaden la superficie externa de la vaina de mielina (Kuwabara y Yuki
2013).

La intrusidon de los macrdfagos probablemente abra el espacio periaxonal
a los constituyentes endoneurales permitiendo la entrada de los anticuerpos y
complemento hacia la region internodal. Algunos cambios estructurales nodales
o paranodales son reversibles, resolviéndose el bloqueo de la conduccién
(Kuwabara y Yuki 2013). Sin embargo, en caso de un ataque severo, puede
existir degeneracion axonal, lo cual explica el retardo en la recuperacion y la
evolucion deficiente que se observa ocasionalmente en pacientes con AMAN
(Figura 7) (Kuwabara y Yuki 2013). Por otro lado, dependiendo del sitio de la
transeccién (proximal o distal) la recuperacion puede ser buena o mala debido a

la distancia sobre la cual la regeneracién resulta efectiva (Ho et al. 1997a; Ho et
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al. 1997b; Kuwabara et al. 2003). Sin embargo, los pacientes con AMAN
usualmente alcanzan rapidamente el pico de la enfermedad y se recuperan
antes que aquellos con AIDP (Hiraga et al. 2003; Hughes y Cornblath 2005). Esto
puede deberse a que en AMAN el proceso patoldgico bloquea la conduccién
pero no corta al axon, o tal vez porque no ocurre ninguna degeneracion muy
distal (Hiraga et al. 2003; Hughes y Cornblath 2005). El proceso inflamatorio
ocurre principalmente en las raices nerviosas o en los terminales nerviosos

distales (Hafer-Macko et al. 1996a; Ho et al. 1997a).

AMSAN

En AMSAN la patologia hallada es muy similar a lo observado en AMAN,
con el mismo patron de invasion de macréfagos. Sin embargo, las raices
dorsales y ventrales se ven afectadas. Por otro lado, se observa una escasa
inflamacién linfocitaria consistente con una patogénesis mediada por

anticuerpos (Griffin et al. 1996; Hughes y Cornblath 2005).

AIDP

El subtipo AIDP por otro lado, se caracteriza patolégicamente por la
desmielinizacidn, tanto de los nervios motores como los sensitivos y un grado
variable de infiltracidon de linfocitos (Asbury et al. 1969; Prineas 1981; Hafer-
Macko et al. 1996b). Existen dos hipdtesis acerca de los mecanismos
patogénicos involucrados. En la primera, los macréfagos activados se dirigen
hacia la superficie de las células de Schwann o la vaina de mielina debido a la
activacion de linfocitos T. La invasidn inicial de la membrana basal de las células
de Schwann seria consecuencia de la liberacidon de radicales de éxido nitrico y
otros mediadores por parte de los macréfagos (Kieseier et al. 2004). La hipodtesis
alternativa (no mutuamente excluyente) plantea que el evento inicial es la
union de auto-anticuerpos a la superficie de la célula de Schwann. De esta
forma la fijacién de complemento, el dafio celular y la disolucion vesicular de la

mielina serian acontecimientos que preceden a la invasion celular. Esta teoria se
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encuentra sustentada, adicionalmente, por material obtenido en autopsias de

estadios tempranos de la enfermedad (Hafer-Macko et al. 1996b).

Clinicamente el proceso de desmielinizacidon es generalizado, afectando a
la mayoria de las extremidades mielinizadas (nervios motores y sensitivos) pero
curiosamente no afecta a los axones mielinizados que inervan los musculos
extraoculares afectados en el subtipo MFS (Willison 2005). La desmielinizacién
puede ser extensiva a lo largo de los nervios, especialmente en las raices
nerviosas proximales y los segmentos nerviosos distales intramusculares donde

la barrera hematoneural es débil (Olsson 1968; Kuwabara et al. 2003).

AMAN AIDP

Infeccion precedente C. jejuni CMV, VEB
Frecuencia Europa y EEUU <10%; México 30%; Europa y EEUU 90%; México 30%;

Israel 22%; China 65%; Japon 38% Israel 63%; China 20%; Japon 40%
Pérdida sensitiva Usualmente ninguna (<10%}) Frecuente (90%)
Dolor Usualmente ninguno Frecuente (>66%)
Recuperacién Dos patrones (rapido y lento) Relativamente uniforme
Electrofisiologia Degeneracion axonal, bloqueo de la Desmielinizacion

conduccion reversible

Molécula diana Gangliosidos {(Usualmente GM1, GD1a} Desconocido

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los dos principales subtipos de SGB
Se detallan las principales caracteristicas de AMAN y AIDP. Cuadro adaptado de
Kuwabara y Yuki 2013.

Durante el proceso de recuperacion, las células de Schwann proliferan y
migran hacia los sitios lesionados para remielinizar los axones desnudos (Saida
et al. 1980). La velocidad de recuperacion pareciera ser independiente del sitio
de desmielinizacién, ya que no hay evidencia de que la capacidad de
remielinizacion varie a lo largo del nervio (Saida et al. 1980; Willison 2005). Por
otro lado, cabe destacar que en lesiones severas, es probable la presencia de

lesiones axonales secundarias, como consecuencia de la liberaciéon de enzimas y
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radicales en la respuesta inmune dirigida contra la mielina (Hughes y Cornblath

2005; Willison 2005).

MFS

En lo que respecta a la patologia de las formas puras de MFS, se trata de
una patologia benigna (casos usualmente sin complicaciones), en la que
generalmente no se dispone de autopsias, o las regiones afectadas no pueden

someterse a biopsia (Phillips et al. 1984).

Usualmente, los sintomas se encuentran acompafados por la presencia
de anticuerpos que son capaces de reconocer al gangliésido GQlb. Existe
evidencia de que estos anticuerpos son capaces de alterar la liberacion sindptica
en los terminales nerviosos motores (Roberts et al. 1994; Buchwald et al. 1995;
Buchwald et al. 1998). El principal hallazgo electrofisioldgico es la conduccidn
sensitiva anormal. Estas manifestaciones han sido consistentes con
desmielinizacidon de los nervios periféricos sensitivos o falla en la conduccién a
lo largo del axén (Hughes y Cornblath 2005). En estudios in vitro se ha
observado que, luego de la unién de los anticuerpos y la fijacién del
complemento, un flujo incontrolado de calcio ingresa al nervio a través de los
poros del complejo de ataque a la membrana (MAC). Esto provoca exocitosis
espontanea, degradacion estructural del citoesqueleto axonal mediado por
calpaina y dafo mitocondrial mediado por calcio. El resultado final es pardlisis

(O’Hanlon et al. 2003).

4.c. Auto-anticuerpos asociados a la neuropatia

Desde la década de los 80, la presencia de anticuerpos anti-gangliésidos
de especificidades bien definidas ha sido correlacionada con diversos sindromes

clinicos (llyas et al. 1985a; llyas et al. 1985b; Freddo et al. 1986; Gallardo et al.
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2001; Ariga 2014). Si bien en el suero de individuos sanos se detectan
anticuerpos anti-gangliésido, éstos poseen titulos y afinidad bajos (Mizutamari
et al. 1994), a diferencia de los pacientes con SGB que poseen anticuerpos con
afinidades elevadas. Se ha observado ademas, que aquellos pacientes que
presentan una elevacion de los anticuerpos anti-GM1 de corta duracién tienen

una recuperacién mas rapida (Bech et al. 1997).

Recientemente, los estudios se han focalizado en los mecanismos
efectores de los anticuerpos anti-gangliésidos (mds alla de la contribucién de la
respuesta celular discutida en otras secciones). Evidencias experimentales
respaldan el hecho de que estos anticuerpos causan tanto la alteracion
estructural como funcional del SNP (Halstead et al. 2004; Goodfellow et al.
2005; Buchwald et al. 2007; Susuki et al. 2007). Sumado a que tanto los
anticuerpos anti-GD1a (Zhang et al. 2011) como los anti-GM1 (Ueda et al. 2010)

pueden interferir en la regeneracion neuronal.

Por otro lado, se ha observado que los efectos patolégicos de los
anticuerpos anti-gangliésidos son atenuados por la rapida internalizacion de los
mismos en la unién neuro-muscular (Fewou et al. 2012; Cunningham et al.
2016). Sin embargo, los nodos de Ranvier son susceptibles al daino mediado por
complemento y calpaina luego de la exposicidon a anticuerpos anti-GD1a en
ratones (McGonigal et al. 2010). De forma interesante, los nodos distales
parecen mas susceptibles a la union de los anticuerpos y la falla en la
conduccién nerviosa puede ocurrir aun sin pérdida de la integridad estructural.
Este fendmeno puede ser asociado a algunos subtipos de AMAN de rapida

recuperacion clinica (Kuwabara y Yuki 2013; van den Berg et al. 2014).

El potencial patogénico de los anticuerpos anti-gangliésidos parece ser
intimamente dependiente de ciertos aspectos de su especificidad fina. El titulo

de anticuerpos anti-GM1 medido en base a un ensayo en células puede
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correlacionarse con la severidad de la enfermedad, a diferencia del titulo

medido mediante ELISA clasico (Lardone et al. 2010).

Por otro lado, cada subtipo de SGB se encuentra asociado a diferentes
especificidades de anticuerpos. En AMAN se detectan frecuentemente
anticuerpos anti GM1a, GM1b, GDla y GalNAc-GD1a (Ogawara et al. 2000;
Willison y Yuki 2002; Yuki y Hartung 2012; van den Berg et al. 2014) mientras
qgue en MFS se encuentran anti GQlb, GD1lb, GD3 y GTla (asociados a
oftalmoplegia y ataxia) (Yuki et al. 1999; Kaida y Kusunoki 2010). La
identificacion del antigeno diana en pacientes con AIDP ha generado diferentes
resultados, sin embargo algunos estudios recientes han establecido una buena
correlacién con anticuerpos anti-complejos de gangliésidos (GSC) (Rinaldi 2013;

Rinaldi et al. 2013).

Se denomina anticuerpos anti-GSC a aquellos que fallan en reconocer un
glicolipido aislado, pero pueden reconocerlo en presencia de un segundo
glicolipido adicional (Kaida et al. 2004; Kaida et al. 2007). Estos complejos
heteroméricos se describen como glicolipidos distintos estructuralmente que
interaccionan para formar nuevas formas moleculares capaces de potenciar o
atenuar la unidén de auto-anticuerpos (Willison y Goodyear 2013). Un amplio
rango de estos complejos han sido identificados, involucrando muchos
companeros heteroméricos diferentes (Kaida et al. 2008; Rinaldi et al. 2013).
Estos complejos se localizan en microdominios especializados (lipid rafts) en la
membrana celular (Hakomori 2002). Se ha observado en estudios seroldgicos
gue los anticuerpos que son capaces de reconocer a los GSC también
interaccionan con LPS de C jejuni (Kuijf et al. 2007). Ademads, en otro estudio se
describidé que estos anticuerpos anti-GSC son capaces de unirse a un dimero
sintético de GM1 y GD1a, sugiriendo que el sitio de unién de estos anticuerpos
involucra al menos una porcién de cada oligosacarido (Mauri et al. 2012;

Moyano et al. 2012).
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Se ha observado que algunos anticuerpos anti-GSC tienen la capacidad de
inducir efectos patogénicos, sugiriendo que las estructuras creadas por la
interaccion de glicolipidos podrian estar presentes en la membrana de los
nervios periféricos y tal vez dirigir la patogénesis (Zitman et al. 2011). En los
ultimos afnos se ha destacado la influencia del ambiente lipidico, la orientacion
molecular de los glicolipidos y la presencia de complejos como potenciadores o
inhibidores de la unién de los anticuerpos a glicolipidos (Willison y Goodyear
2013). Por ejemplo, la influencia ejercida por ganglidsidos cercanos es capaz de
inhibir la unién de los anticuerpos anti-GM1 (Greenshields et al. 2009). Por otro
lado, aunque la influencia de los lipidos neutros y el colesterol ha sido
arduamente estudiada en ensayos con estructuras artificiales tales como los
liposomas (Pestronk et al. 1997), en la membrana plasmatica la situacidon puede
ser diferente. Por ejemplo, en un ensayo en el que se toman dos anticuerpos
anti-GM1 de afinidades similares, sélo uno de ellos es capaz de reconocer GM1
en una membrana plasmatica viva (Greenshields et al. 2009). Se cree que los
GSC forman distintas plataformas de reconocimiento en el plano de Ia
membrana plasmatica, pudiendo influenciar la unidon de los anticuerpos

(Willison y Goodyear 2013).

En otras palabras, dilucidar los aspectos relacionados a este campo
resulta complicado, se cree que los anticuerpos anti-glicolipidos asociados a
neuropatias pueden ser potenciados o inhibidos por complejos, o aun ser
independientes de éstos. El niumero potencial de glicolipidicos asociados se
incrementa dramaticamente cuando se consideran asociaciones heteroméricas,
sumado a que se sabe que los anticuerpos anti-glicanos tienen la capacidad de
unirse a mas de un glicolipido (McAlarney et al. 1995). En la actualidad, se han
desarrollado “glicoarrays combinados” que han permitido realizar screening e

identificar muchos nuevos GSC asociados a subtipos de SGB (Rinaldi et al. 2012).
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5. Anticuerpos anti-glicanos

Los individuos sanos poseen un conjunto de anticuerpos circulantes,
preferencialmente de isotipo IgM denominados anticuerpos naturales (NAbs).
Los mismos son producidos espontdneamente y se caracterizan tipicamente
porgue los genes de la region variable de inmunoglobulinas (Vy y V) no poseen
ninguna o muy pocas mutaciones. Por esta razdn, exhiben un repertorio de
especificidades estable y restringido. Dentro de las estructuras conservadas que
reconocen estos anticuerpos, se encuentran tanto proteinas como 4cidos
nucleicos, fosfolipidos y carbohidratos (Lutz et al. 2009; Lutz 2012; Panda y Ding
2015). La especificidad de unién que caracteriza a este tipo de anticuerpos le
permite desempeiiar su papel como primera linea de defensa contra patégenos.
Sin embargo, los NAbs no sélo reconocen estructuras microbianas sino también
estructuras propias, lo que ha llevado frecuentemente a considerarlos como
auto-reactivos. Se cree que esta propiedad de unidon le permite identificar y
seleccionar desechos celulares y células dafiadas. Por lo cual, no sélo se les
atribuyen funciones de defensa antimicrobiana, sino también de mantenimiento

de la homeostasis (Lutz 2012).

Al momento del nacimiento, ademas de los anticuerpos IgG provenientes
de la madre, sélo se encuentran en el organismo los NAbs (Madi et al. 2012). Sin
embargo poco tiempo después se detectan ademas otro tipo de anticuerpos a
los que se han denominado “anticuerpos de origen natural” (NOAbs para
diferenciarlos de los NAbs). Los NOAbs surgen luego de que las bacterias
colonizan el tracto gastrointestinal y respiratorio. Los anticuerpos que
reconocen glicanos de estas bacterias se detectan en suero de niflos de mas de

un mes de edad (Alaniz et al. 2004).

Un ejemplo de estos anticuerpos NOAbs corresponde al de los grupos

sanguineos A/B. Los NOAbs se unen a glicolipidos y glicoproteinas que exponen
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los glicanos A/B, sin embargo son generados por determinantes presentes en
lipopolisacaridos bacterianos (Springer 1971). De la misma forma, el suero de
humanos adultos normales contiene anticuerpos que reconocen otros glicanos
como el antigeno de xenotransplante a-Gal (Galili et al. 1985) varios glicolipidos
de la serie artro (Nores et al. 1991) y el ganglidsido GM1 (Mizutamari et al.
1994; Alaniz et al. 2004).

Se postula que los NOAbs que reconocen con baja afinidad el terminal
GalB(1-3)GalNAc presente en GM1 y otros glicolipidos, han sido originados en
una respuesta inmune dirigida a un glicano aun desconocido presente en
bacterias (Alaniz et al. 2004). La contradictoria presencia de anticuerpos que se
unen a auto-antigenos (ganglidésidos en este caso) en el suero de individuos
sanos ha sido atribuida a la falta de actividad bioldgica de dichos anticuerpos
(Mizutamari et al. 1998). Los mismos han sido encontrados también en el suero

de conejos y pollos sanos (Datos no publicados).

Los anticuerpos anti-glicanos pueden ser considerados como proteinas
de unidén a carbohidratos, en donde el sitio de union tiende a encontrarse sobre
la superficie de la molécula y no en bolsillos profundos (Vyas 1991; Sonnino et
al. 2016). La afinidad de la unién resulta de la combinacién de las fuerzas de
atraccion y repulsién puntuales, por lo que una afinidad elevada se obtiene
cuando se encuentran involucrados un gran niumero de puntos de atraccion y
un bajo nimero de puntos de repulsién (Roitt 2008). Los anticuerpos tienen la
capacidad de reconocer antigenos con una variabilidad estructural casi ilimitada
y los anticuerpos anti-glicanos son capaces de unirse a un rango
extremadamente amplio de glicoconjugados (glicolipidos, glicoproteinas)
(Sonnino et al. 2016). Si bien algunos de estos anticuerpos se consideran

frecuentemente poli-reactivos™ otros se presentan como altamente especificos.

1% Tienen la capacidad de unirse a ligandos estructuralmente diferentes con distinta
afinidad y avidez.
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Existe evidencia de que diversas especificidades de anticuerpos son
codificadas por conjuntos restringidos de genes V,/V,. Estos residen dentro del
repertorio natural de anticuerpos, el cual puede ser expandido por LOS
bacterianos una vez liberados de la tolerancia (Paterson et al. 1995; Willison
2005). Se sabe que la respuesta de anticuerpos en el SGB posee cambio de clase
desde IgM hacia los isotipos 1gG1 e I1gG3 fijadores de complemento (Willison y
Veitch 1994; Van Sorge et al. 2004). Este cambio podria ocurrir
simultdneamente en un rango de clones dentro del repertorio de células B,
aungue este repertorio se cree que esta clonalmente restringido (Willison 2005;
Townson et al. 2007). Los anticuerpos producidos por un unico clon de células B
comparten el mismo tipo de cadena liviana de inmunoglobulina (k o A). Este uso
exclusivo de cadena liviana puede ser utilizado para distinguir entre anticuerpos
producidos por poblaciones de células B monoclonales o policlonales. Se ha
observado que la mayoria de los pacientes con SGB producen anticuerpos IgM
anti-GM1 con una mezcla de cadenas k y A compatible con un origen oligoclonal.
Ademas en un estudio con 23 pacientes, un Unico tipo de cadena liviana anti-

GM1 se demostré en el 39% de los casos de SGB (Cats et al. 2015).

En otro estudio inmuno-genético se analizaron seis clones de linfocitos B
productores de anticuerpos IgM anti-GM1 (provenientes de cinco pacientes
distintos). El analisis genético de los genes V. y V. demostrd mutaciones
somaticas substanciales en todos ellos aunque los dos anticuerpos derivados de
un Unico paciente contienen los mismos reordenamientos V-D-J y V|-J,, vy las
mismas mutaciones Unicas. Aunque el repertorio de genes Vy que pueden unir
gangliésidos puede ser extremadamente variable, cada gen particular o familia
de genes puede unir gangliésidos siguiendo ciertos requerimientos
estructurales. Los anticuerpos anti-gangliésidos relacionados a GM1 podrian ser
codificados por la combinacién de genes V,/V, diversificados y de estructuras
candnicas restringidas. El uso de estas estructuras restringidas es consistente

con el nimero limitados de formas mediante las cuales pueden unirse los Ab,
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debido al pequefio tamaio de los epitopes glucidicos. Las mutaciones somaticas
en los genes V fueron consistentes con una respuesta inmune dirigida por
antigeno (Paterson et al. 1995). Resultados similares han sido obtenidos con
clones que reconocen GA1l (Weng et al. 1992). Por otro lado, los genes que
codifican los anticuerpos IgM monoclonales de ratones inmunizados con GM1
exhibieron una homologia cercana a los genes de la linea germinal con muy

pocas mutaciones (Weng et al. 1994).

Ademas de observarse una “restriccion clonal” en pacientes con SGB, la
distribucién de subclases de 1gG de los anticuerpos anti-GM1 parece estar
restringida principalmente a IgG1l e 1gG3 (Guijo et al. 1992; Willison y Veitch
1994; Yuki et al. 1995; Koga et al. 2003; Yuki 2007b). Al examinarse 42 pacientes
con SGB, las frecuencias de las subclases de IgG anti-GM1 fueron 76% para IgG1
y 31% para IgG3 (10% de los pacientes tienen ambos isotipos). Ademas IgG1 fue
asociado con gastroenteritis previa causada por C. jejuni mientras que 1gG3 fue
asociado con infecciones respiratorias. Si bien la severidad de la enfermedad fue
similar entre los pacientes positivos para I1gG3 e IgG1, la rdpida recuperacién fue
frecuente en pacientes con IgG3 e infrecuente en pacientes que tenian

anticuerpos IgG1 (Koga et al. 2003).

A un nivel mecanistico, el cambio hacia las subclases de IgG implicaria
que la colaboracién de las células T es requerida. Sin embargo, aun no se
comprende cdmo los glicolipidos son presentados al sistema inmune para
generar este tipo de respuesta (Willison y Goodyear 2013). Si bien los
anticuerpos anti-carbohidratos pueden ser generados de wuna forma
dependiente de células T (células NKT/CD1), la medida en que este mecanismo
contribuye a la respuesta es controversial. Esto se debe a que se ha observado
que la respuesta anti-carbohidratos requiere células T CD4+ pero no
necesariamente células NKT y CD1 (Christiansen et al. 2011). Por otro lado, se

sabe que diversos polisacdridos modificados pueden ser procesados por células
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presentadoras de antigeno (CPA), presentados mediante el complejo mayor de
histocompatibilidad tipo Il (MHCII) y luego activar células T (Cobb et al. 2004).
Finalmente cabe destacar, ademds, que existen moléculas alternativas
relacionadas a MHC (como MR1) que son capaces de presentar lipidos (Le

Bourhis et al. 2011).

Con respecto a la respuesta inmune independiente de células T, resulta
necesario subrayar que las células dendriticas (DC) y los neutrdfilos pueden
tomar a las bacterias y migrar hacia el bazo, para producir luego diferenciaciéon
en las células B de la zona marginal (BMZ). En este contexto, se ha descripto una
nueva poblacién de neutréfilos, los cuales han sido denominados neutrdfilos
colaboradores de células B inducibles (iNgys) (Puga et al. 2011). Estos producen
el ligando inductor de proliferacion APRIL, IL-21 y el factor activador de células B
(BAFF de las siglas en inglés) el cual colabora en la respuesta de anticuerpos
anti-gangliésidos (Matsumoto et al. 2010). Los iNgys son capaces de estimular a
las células BMZ para secretar IgM (Puga et al. 2011), pero también son capaces

de inducir mutagénesis y cambio de clase (Willison y Goodyear 2013).

Se postula que la interaccion entre los iNgys y las células BMZ produce
una defensa de tipo innata contra infecciones microbianas, la cual en el SGB es
posible que conduzca a la ruptura de la tolerancia. La infeccidon con C. jejuni
podria reclutar neutréfilos/iNgys quienes toman y presentan el antigeno en las
areas de células B. Esta interacciéon podria producir un cambio de clase
considerado “no clasico” y la generacién de anticuerpos anti-ganglidsidos de
corta vida secretados por células plasmaticas. Este mecanismo sin embargo aun
no explica la respuesta autoinmune transiente y la aparente falla para producir

células B de memoria (Willison y Goodyear 2013).

Para concluir, cabe destacar que también se ha detectado en pacientes

con AIDP el uso limitado de los genes VB del receptor de células T (TCR) en
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células activadas lo que podria indicar una respuesta restringida a un antigeno

comun (Khalili-Shirazi et al. 1997).

6. Auto-tolerancia a GM1

En condiciones fisioldgicas normales, una red bien equilibrada de células
inmunocompetentes y factores solubles regula la actividad del sistema inmune.
El mantenimiento de la auto-tolerancia es un requisito clave. En las
enfermedades autoinmunes, sin embargo, la auto-tolerancia se rompe y las
células B y T auto-reactivas que son parte del repertorio inmune normal son
activadas. Por qué y como la auto-reactividad escapa a los mecanismos de

regulacién siguen siendo los interrogantes centrales (Goodnow 2007).

Cuando los anticuerpos auto-reactivos anti-glicanos resultan ser de alta
afinidad poseen la capacidad de inducir una enfermedad autoinmune. En el caso
del Sindrome de Guillain-Barré, la respuesta inmune generada hacia los
gangliésidos parece ser debida a una ruptura transitoria de la tolerancia ya que
el resultado es una respuesta autoinmune aguda (Ho et al. 1997b; Hughes y

Cornblath 2005; Willison y Goodyear 2013).

El reordenamiento génico que ocurre durante el desarrollo de los
linfocitos en los érganos linfoides primarios es un proceso al azar. Esto conlleva
a que, inevitablemente, se generen algunos linfocitos con afinidad por auto-
antigenos. Estas células son normalmente removidas del repertorio, o
mantenidas bajo control por una variedad de mecanismos a fin de generar un
estado de “auto-tolerancia” (Hartley y Goodnow 1994; Murphy 2011). Sin
embargo, algunos linfocitos escapan a estos mecanismos y pueden
subsecuentemente ser activados y dar lugar a una enfermedad autoinmune. En

parte, esta auto-reactividad ocurre debido a que el reconocimiento de los auto-
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antigenos es “inespecifico” y por lo tanto imperfecto. Es decir, muchos de los
linfocitos con algun grado de auto-reactividad pueden también desarrollar una
respuesta contra antigenos extranos, por lo que su eliminacion deterioraria la

funcion del sistema inmune (Murphy 2011).

Aquellos mecanismos que previenen la autoinmunidad pueden
considerarse como una sucesion de puntos de control. El mecanismo de
tolerancia central elimina los nuevos linfocitos que sean fuertemente auto-
reactivos. Mientras que aquellos linfocitos maduros que no poseen una
habilidad de auto-reconocimiento fuerte en los dérganos linfoides centrales,
pueden ser eliminados o inactivados en la periferia (anergia), como se
esquematiza en la Figura 8 (Goodnow 2007; Murphy 2011). El destino del clon
auto-reactivo depende de la fuerza de la estimulacién antigénica (afinidad,
valencia, concentracion, contexto) y de la localizacién del antigeno (grado de
exposiciéon) (Hartley y Goodnow 1994; Klinman 1996; Goodnow et al. 2005). Se
ha observado, por otro lado, que algunas células auto-reactivas no son
anergizadas en si, pero permanecen inactivas debido a que las células T

colaboradoras pertinentes han sido eliminadas (Adelstein et al. 1991).

Correcto funcionamiento de la autotolerancia

1° Punto de control
- Limite de crecimiento
2 3 4

1 It ! 1

B B
Células autoreactivas
del timo, médula dsea
y centro germinal

Figura 8. Correcto funcionamiento de la auto-tolerancia

La diversificacion somadtica aleatoria de los genes del receptor de antigeno puede
producir muchos clones que lleven receptores auto-reactivos. Normalmente, la
supervivencia y el crecimiento de estos clones se evita mediante la presencia de
multiples puntos de control (Goodnow 2007).
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Hallar rupturas aisladas en uno o mas puntos de proteccién contra la
autoinmunidad es relativamente comun, aun en individuos sanos (Mizutamari
et al. 1994; Ventura et al. 2004; Goodnow et al. 2005). Sin embargo, la
activacion de linfocitos auto-reactivos no conlleva necesariamente una
enfermedad autoinmune, la misma se desarrolla sélo cuando se produce una
reaccion sostenida (generacion de células y moléculas efectoras que producen
dano en los tejidos) (Murphy 2011). Si bien los mecanismos involucrados aun no
se conocen completamente, la autoinmunidad se considera el resultado de una
combinacidon de factores: una susceptibilidad genética, la ruptura de los
mecanismos naturales de tolerancia y la aparicion de un “disparador ambiental”
tal como una infeccién (Bach 2005; Murphy 2011). Muchos linfocitos circulantes
poseen baja afinidad por auto-antigenos y no responden ante ellos. Estos
linfocitos pueden ser considerados como células “auto-reactivas latentes”, ya
qgue podrian ser reclutadas en una respuesta autoinmune si su umbral de
activacion se reduce, por ejemplo, mediante factores co-activadores. Otro
mecanismo mediante el cual estas células pueden ser conducidas a la accidn es
mediante un cambio en la disponibilidad o la forma del auto-antigeno. Durante
una infeccion, la combinacion de mediadores inflamatorios liberados por CPAs y
linfocitos activados puede tener efectos en los linfocitos auto-reactivos (Bach
2005; Sfriso et al. 2010). Ademas, las citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6)
deterioran la actividad supresora de las células T reguladoras, permitiendo que
las células T auto-reactivas se diferencien a células efectoras (Bach 2005). Cabe
destacar ademas, que ciertos patdégenos se encuentran particularmente
asociados con enfermedades autoinmunes debido a que expresan antigenos
gue se asemejan a moléculas del huésped, como se ha detallado anteriormente
(mimetismo molecular). Este fendmeno puede involucrar anticuerpos que
posean reaccidén cruzada con auto-antigenos y/o activacién de células T auto-

reactivas (Barnaba y Sinigaglia 1997; Yuki 2007b).
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Por otro lado, en los drganos linfoides secundarios las células B activadas
sufren hipermutacion somatica™ que podria transformarlas en auto-reactivas o,
al menos, aumentar su afinidad por auto-antigenos. Existe un mecanismo de
control en este punto, por lo que las células hipermutadas que fuertemente
entrecrucen sus BCRs en el centro germinal sufriran apoptosis en vez de

proliferar (Hannum et al. 1996; Murphy 2011).

El gangliosido GM1 es un auto-antigeno ubicuo y expuesto en la
superficie de una amplia variedad de células. Por lo tanto, se espera que en
individuos normales, aquellos linfocitos capaces de ser estimulados por GM1
hayan sido eliminados o permanezcan quiescentes. Sustenta este supuesto la
dificultad que existe para generar anticuerpos de alta afinidad (Kawashima et al.
1992; Lopez et al. 2002b). La generacidn de ratones knockout™ que carecen de
gangliésidos complejos permite la produccidon de anticuerpos de alta afinidad e
indica que en ratones normales la tolerancia hacia los auto-antigenos es el
principal factor regulador (Lunn et al. 2000; Bowes et al. 2002). Es decir, si bien
las células B auto-reactivas pueden ser producidas, se encontrarian de alguna
forma “controladas” ya que, como se sefiald anteriormente, los anticuerpos de
isotipo IgM anti-GM1 son parte del repertorio inmunolégico de los individuos
normales (Mizutamari et al. 1994). Los mismos son de baja afinidad y su sitio de
reconocimiento se encuentra intimamente relacionado con la porcidn terminal
GalB(1-3)GalNAc del gangliésido (Sadiq et al. 1990; Mizutamari et al. 1994;
Mizutamari et al. 1998). Debido a su baja afinidad, se consideran inocuos y sus

niveles de circulacidon en plasma son mantenidos constantes, probablemente

1 Implica un proceso de mutacidn programada que afecta a las regiones variables de
los genes de inmunoglobulina. A diferencia de muchos otros tipos de mutacion afecta
solo a células inmunitarias individuales y no se trasmiten a la descendencia.

12 patén modificado por ingenieria genética para que uno o mas de sus genes estén
inactivados mediante una técnica de ingenieria genética llamada gene knockout.
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debido a la continua estimulacion de los linfocitos por glicanos bacterianos

(Alaniz et al. 2004).

7. Hipotesis de la “deriva del sitio de union”

A diferencia de los anticuerpos IgM anti-GM1 de baja afinidad presente
en individuos sanos, en el suero de pacientes con neuropatias se detectan
anticuerpos con altas afinidades y capacidad de lisis dependiente de
complemento (Nobile-Orazio et al. 1992; Mizutamari et al. 1998; Lopez et al.
2001). Ademas, los anticuerpos asociados a la neuropatia presentan distintas
especificidades finas (Baba et al. 1989; Lopez et al. 2001). De acuerdo a la
reactividad cruzada con GA1/GD1b, pueden definirse cuatro poblaciones de
anticuerpos anti-GM1 (Lopez et al. 2001; Lardone et al. 2016). Cabe destacar
gue, en el suero de pacientes se detectan tanto los anticuerpos de alta afinidad
como los de baja afinidad que presentan reaccion cruzada con GA1l (presentes
en el suero de individuos sanos). Ademas, cada paciente presenta diferentes
patrones de poblaciones de anticuerpos, sugiriendo un componente al azar
presente en el origen de los mismos (Lopez et al. 2001; Lopez et al. 20023;

Lardone et al. 2016).

Como se detallé6 anteriormente, la mayoria de los anticuerpos anti-
gangliésido reconocen epitopes que incluyen 2 o 3 azucares, y el componente
no glicano usualmente no se encuentra involucrado en la unién. Los anticuerpos
anti-glicano pueden reconocer secuencias de carbohidratos en uno o mas
glicoconjugados, como ocurre con los NOAbs, sin embargo la especificidad y
afinidad de los mismos se encuentra restringida por la auto-tolerancia (Marcus
1969). Dependiendo de la especificidad fina, los anticuerpos anti-GM1

reconocerdn o no a las glicoproteinas (Apostolski et al. 1994).
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Para estudiar la especificidad fina de los anticuerpos, podemos tomar las
estructuras de los distintos ganglidsidos reconocidos por los mismos. Para ello
se consideran las estructuras de los ganglidsidos como “contenidas” unas
dentro de otras, desde la mas simple a la mas compleja. La estructura de GA1l
estaria “contenida” dentro de la estructura de GM1, y ésta dentro de la de

GD1b.

a) b) c)

NeuNAc

0
i

a) GA1, GM1, GD1b b) GA1, GM1

&
o

NeuNAc

c) GM1, GD1b d) GM1

Figura 9. Modelos de CPK de oligosacaridos de GA1, GM1 y GD1b

III

a) Vista lateral de GM1 b) Vista axial (“cara terminal”) de los tres oligosacaridos c)

Diagramas esquematicos de la "cara terminal" de los oligosacaridos del glicolipido y
las dreas propuestas implicadas en la uniéon de las diferentes poblaciones de
anticuerpos anti-GM1 (puntos). El color de la mancha indica si el area de GM1 no estd
cubierto (negro) o cubierta (gris) por el segundo NeuNAc presente en la molécula
GD1b. (Lopez et al. 2001)

El observar la estructura de los ganglidsidos, observamos que la cara axial
o terminal (Figura 9) se encuentra estabilizada por puentes de hidrégeno v,
aunque la estructura se considera flexible permitiendo cierta libertad de
movimiento, la cara terminal siempre estd expuesta y por lo tanto es accesible a
los anticuerpos (Acquotti et al. 1990; Brocca et al. 2000; Lopez et al. 2001).
Dentro de la cara axial de GM1 se distinguen dos regiones: Una “regidn

|II

terminal” formada por las superficies expuestas de Gal y GalNAc y una “regién
lateral” formada por la superficie expuesta del acido sidlico (NeuNAc). Ambas

regiones se encuentran parcialmente cubiertas por el segundo NeuNAc de la
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molécula de GD1b como se observa en la Figura 9 (Lopez et al. 2002a). La
exposicion del Gal terminal es un importante requerimiento de unién, ya que
ninguna de las poblaciones de anticuerpos en pacientes o individuos sanos

reconoce GM2 (Versiéon de GM1 sin Gal) (Mizutamari et al. 1994).

En base a las diferentes reactividades cruzadas de los anticuerpos anti-
GM1 se pueden definir diferentes poblaciones que reconocen distintas zonas
del gangliésido (es decir, distintos requerimientos estructurales representados
en la Figura 9) (Lopez et al. 2001). Aquellos anticuerpos que reconocen GM1 vy
GA1l, se unen a la “region terminal” (Incluyendo el residuo GalNAc). Si los
anticuerpos poseen mayor afinidad por GM1 que por GA1, entonces la “regién
lateral” se encuentra involucrada en la unidn. Por otro lado, la reactividad
cruzada con GD1b estd definida por el drea cubierta por el segundo NeuNAc (si
ésta no es requerida el anticuerpo se une a GD1b). La unién de anticuerpos anti-
GM1 que no poseen reaccidon cruzada con GA1l requiere dos caracteristicas
estructurales: por un lado una pequeiia area de unién en la “regién terminal”
gue no es suficiente para soportar la unién por si sola, y por otro lado areas
adicionales en la “regioén lateral”. La variabilidad de unién de las poblaciones de
anticuerpos anti-GM1 refleja pequefias diferencias en las areas de la molécula
de GM1 requeridas para la union del anticuerpo (Lopez et al. 2001). Los
patrones de reconocimiento definen distintas poblaciones de anticuerpos. En
cada individuo, se encuentran patrones de poblaciones restringidos,
concordante con mutaciones sufridas por unos pocos linfocitos (Paterson et al.

1995; Lopez et al. 2001; Lardone et al. 2016).

Los NOAbs y los anticuerpos asociados a enfermedades comparten
ciertos requerimientos estructurales, esta similitud de reconocimiento sugiere
que estos ultimos (poblaciones presentes en pacientes) se originan a partir de
los primeros (poblaciones normales de anticuerpos). Las mutaciones que

afectan el sitio de uniéon del anticuerpo podrian producir cambios en la
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estructura tridimensional del mismo, eliminando o creando nuevos puntos de
union sobre la molécula de GM1. El aumento del area de unién podria generar
(aunque no necesariamente) un incremento de la afinidad de la unién. Aquellas
mutaciones que producen cambios en la regién de unidn de la molécula podrian

tener como consecuencia un cambio de especificidad.

Para que los linfocitos puedan ser activados por GM1, primero deberian
haber sufrido estas mutaciones que expandan el sitio de unién e incrementen la
afinidad por GM1. El mecanismo clasico de produccion de anticuerpos resulta
similar al proceso Darwiniano, en el cual el antigeno actua como un factor de
seleccion natural del mejor ajuste, es decir, los clones de mayor afinidad. Esta
hipdtesis en la que los anticuerpos anti-GM1 asociados a enfermedades se
originan a partir de los NOAbs que sufren mutaciones al azar en el sitio de unién
muestra similitud conceptual con el fenémeno evolutivo de “deriva génica”™.

Por lo tanto en nuestro laboratorio se propuso denominarla hipodtesis de la

“deriva del sitio de unién” (Lopez et al. 2001; Lopez et al. 2002a).

En definitiva, esta hipdtesis propone que los linfocitos B normales que
producen anticuerpos anti-GM1 sufren mutaciones azarosas que modifican los
genes V y consecuentemente el sitio de unidn del anticuerpo (Lopez et al.
2002a). Algunas de estas mutaciones pueden producir un mejor ajuste en el
area de contacto del anticuerpo, generando nuevos puntos de unidn (expansién
del sitio de unidn) y por ende incrementando la afinidad. Una vez que los
linfocitos alcanzan cierto nivel de afinidad, se vuelven susceptibles a ser
estimulados por GM1 enddgeno o exdgeno (Figura 10). Durante el proceso de

expansion del sitio de unidn, existen varios “caminos potenciales” que conducen

3 Fuerza evolutiva gue actla cambiando las frecuencias alélicas de las especies. Es un
efecto estocdstico que es consecuencia del muestreo aleatorio en la reproduccién
(pérdida de unos alelos por azar y no por seleccidon natural). Normalmente se da la
pérdida de los alelos menos frecuentes y la fijacién de los mas frecuentes, resultando
una disminucion en la diversidad genética de la poblacién.
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a distintas especificidades finas. Cuando uno o unos pocos linfocitos estan
involucrados se generara un patréon de poblaciones restringido, sumado a que
cada linfocito sigue un camino al azar generando un patréon variable de
poblaciones entre pacientes (Lopez et al. 2001; Lardone et al. 2016). Por ende,
la hipdtesis presume que los anticuerpos producidos seran finalmente mono u
oligoclonales, como efectivamente ha sido observado (Paterson et al. 1995;
Townson et al. 2007). Cuando se estudia la respuesta inmune a GM1 en conejos,
se observa una progresiva aparicion de poblaciones de anticuerpos anti-GM1

con diferentes especificidades y mayor afinidad (Lopez et al. 2002b).

La frecuencia con que ocurre este fendmeno de “deriva” es un punto
gue aun resta por ser dilucidado. La enfermedad es un fendmeno de baja
frecuencia lo que podria implicar una baja frecuencia de “deriva”, sin embargo
no se descarta que el fendmeno tenga una alta frecuencia asociada a un
mecanismo de control eficiente. En plasma de individuos sanos se han
detectado anticuerpos que especificamente reconocen y bloquean anticuerpos
anti-GM1 asociados a enfermedad, dando sustento a la existencia de dicho
mecanismo (Lopez et al. 2000). Estos mismos anticuerpos se consideran
parcialmente responsables de los beneficios terapéuticos del tratamiento con
inmunoglobulina intravenosa (Ho et al. 1997b; Hiraga et al. 2003) y su existencia
sugiere que los anticuerpos anti-GM1 son generados continuamente en los

individuos normales.

Como se menciond anteriormente, el mimetismo molecular se ha
propuesto como el mecanismo que explica el origen de los anticuerpos anti-
GM1 en el SGB (Yuki 2007b). Sin embargo, sélo una pequena proporcién de
individuos infectados con las cepas de C. jejuni con LOS simil GM1 desarrollan
SGB (Nachamkin et al. 1999). Esto sugiere que el mimetismo antigénico por si
solo no es suficiente para explicar el origen de los anticuerpos y deben existir

otros factores del huésped o la bacteria aun no identificados. A esta situaciéon se
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le suma que sbélo unos pocos pacientes tratados con ganglidsidos parenterales
desarrollan la neuropatia (llla et al. 1995). Sin embargo, la hipdtesis de la deriva
del sitio de unidn, ofrece solucidon a los interrogantes asociados al factor de
susceptibilidad del huésped. A modo de resumen, esta hipdtesis se basa en los

siguientes hechos fundamentales:

Inmunégeno Estado clinico
Linfocito B
“traicionero” Normal
BCR anti-GM1
de baja afinidad GangliGsido
a
C. jejuri
GangliGsido
Linfocito B c o
. - fejuni
i “derivado”
BCRant-GM1  IEED  scs
de alta afinidad

Figura 10. Hipotesis integrada del origen de anticuerpos anti-GM1

Los linfocitos B activables por GM1 (o LPS de bacterias) no estdn presentes en
individuos sanos. Pero si linfocitos B que reconocen un glicano bacteriano
desconocido y producen anticuerpos IgM que reaccionan con gangliésidos con baja
afinidad (NOAbs). Uno o unos pocos de estos linfocitos "traidores" pueden derivar
(mutar y aumentar la afinidad hacia GM1). Cuando se alcanza un valor umbral de
afinidad, se vuelven activables por GM1 propio o extrafio. Algunos protocolos de
inmunizacion sélo producen anticuerpos de baja afinidad, sin embargo otros generan
de alta afinidad e inducen la enfermedad (Nores et al. 2008).
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1. Debido a que GM1 es un auto-antigeno los clones de células B que lo

reconocen con alta afinidad no estan presentes en los individuos sanos;

2. Dentro del repertorio humano normal de anticuerpos anti-bacterianos
(NOAbs) se encuentran aquellos de isotipo IgM que reconocen GM1 con baja

afinidad y una especificidad bien definida;

3. Los anticuerpos relacionados con la enfermedad tienen una mayor
afinidad por GM1, y muestran una variabilidad restringida en su especificidad

fina.

Los clones de células B de pacientes (productores de anticuerpos
asociados a neuropatias) se originarian a partir de los denominados “linfocitos
traicioneros” (Productores de NOAbs anti-GM1). Estos han obtenido su nombre
debido a que potencialmente podrian producir anticuerpos daiinos a través del
mecanismo de “deriva”. Se ha postulado ademads una tercera hipdtesis que
integra a las anteriores y las considera complementarias. Establece que la deriva
del sitio de unién genera el “factor de susceptibilidad del huésped” mencionado

en la hipodtesis del mimetismo molecular.

8. Modelos experimentales

El origen de la enfermedad podria comprenderse en funciéon de cémo el
mecanismo de auto-tolerancia es pasado por alto. Se ha observado que el
sistema inmune es muy tolerante a los auto-ganglidsidos y la habilidad de
superar esta tolerancia es infrecuente, sin embargo cuando ocurre se da lugar a

una respuesta robusta y transitoria (Goodnow 2007; Willison y Goodyear 2013).

El modelo experimental se ha intentado implementar desde la década de

los 70 mediante inmunizacién de animales. Sin embargo, cabe destacar, que la
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induccion de la enfermedad se vio influenciada no soélo por el protocolo de
inmunizacién, sino también por la susceptibilidad de la especie. Por ejemplo
conejos y pollos son susceptibles a desarrollar la variante axonal de la
enfermedad, mientras que el mismo protocolo de inmunizacién produce una
pobre respuesta de anticuerpos en ratones (Miyoshi et al. 1982; Wirguin et al.

1997; Bowes et al. 2002; Usuki et al. 2006; Yuki 2012).

La neuritis experimental autoinmune (EAN) se ha considerado un modelo
de SGB y CIDP, aunque se asemeja principalmente al SGB desmielinizante
(clinica y patoldgicamente). EAN se ha desarrollado en ratones, conejos, ratas y
cobayos (Hahn 1996). Puede ser inducido mediante inmunizacién con
homogenato de nervio periférico, con proteinas de mielina del SNP o por
transferencia de células T sensibilizadas con dichas proteinas (Kieseier et al.
2004; Soliven 2014). Tipicamente, luego de dos semanas los animales
desarrollan ataxia y debilidad. Sin embargo, se ha sugerido que EAN no es un
modelo valido de SGB debido a que no se observa una proporcién considerable
de pacientes con células T auto-reactivas (Yuki y Hartung 2012). Ademas, este
modelo ha sido criticado por la falla en la identificacion de un antigeno diana

para las células T auto-reactivas (Soliven 2014).

La primera clave de que los glicolipidos podian ser la diana de la
respuesta inmune surgid en los afios 70, cuando se logrd inducir una neuritis
mediante inmunizacion de conejos con ganglidsidos o galactocerebrésidos
(Nagai et al. 1976; Saida et al. 1979). A esta neuropatia motora se la denomind
“Sindrome ganglidsido”. Si bien estos conejos tienen altos titulos de anticuerpos
anti-GM1, no presentan sintomas clinicos de neuropatia y los anticuerpos son
de baja afinidad (Lopez et al. 2002b). Afios después, implementando algunas
modificaciones en el protocolo de inmunizacién y utilizando GD1lb como
inmundgeno, se logrd inducir una neuropatia experimental sensorial en conejos

(Kusunoki et al. 1996). Basado en estas modificaciones, en 2001 se desarrollé un
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modelo experimental de SGB en el que los conejos eran inmunizados con
ganglidsidos de cerebro bovino (BBG) o GM1. Los animales producian altos
titulos de anticuerpos IgG anti-GM1 y también exhibian signos clinicos vy
cambios patoldgicos similares a aquellos encontrados en pacientes con AMAN
(Yuki et al. 2001). Ademas, se detectaron anticuerpos anti-GM1 de alta afinidad
en el comienzo de la enfermedad pero no después, sugiriendo que esta
caracteristica es esencial en el desarrollo de la patologia (Comin et al. 2006). Los
hallazgos patoldgicos fueron principalmente degeneracidon de tipo Walleriana
sin infiltracion de leucocitos ni desmielinizacion. Sin bien GM1 se expresa en
SNP y SNC, los cambios patolégicos sdlo se observan en nervios periféricos. Esto
probablemente se deba a la mayor permeabilidad de la barrera hematoneural
comparado a la barrera hematoencefalica (Yuki 2012). En el axolema nodal o
internodal de las raices anteriores espinales se observaron depdsitos de IgG
(Susuki et al. 2012). Ademds, los nervios espinales anteriores mostraron
infiltracion de macréfagos en el espacio periaxonal aunque manteniéndose casi
intactas las vainas de mielina (Susuki et al. 2003). Estos hallazgos resultan
semejantes a lo observado en autopsias de casos humanos de AMAN (McKhann
et al. 1993). La modificacidon importante que se implementd en el protocolo fue
el uso de la hemocianina de lapa californiana (KLH) como carrier'® para el
inmundgeno. Cabe destacar que el modelo de SGB axonal en conejos pudo
generarse también por inmunizaciéon de LOS simil GM1 de C. jejuni (Yuki et al.
2004; Caporale et al. 2006), con GM1 o con LPS de C. jejuni de pacientes con la
enfermedad (Yuki et al. 2001; Yuki et al. 2004; Susuki et al. 2007). El resultado
es la producciéon de anticuerpos anti-GM1 que se unen a los nodos y activan el
complemento, la serie de anormalidades producidas podria estar induciendo la

falla en la conduccion nerviosa y debilidad muscular (Susuki et al. 2007).

% proteina inmundgena grande que al asociarse con un hapteno o una molécula poco
inmunogénica forma un complejo inmunoldgicamente activo.
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Sin embargo, otros laboratorios reportaron que aun utilizando dicha
modificacion, se producian altos titulos de anticuerpos anti-GM1 sin induccion
de anormalidades neuroldgicas (Dasgupta et al. 2004). Ademas, el protocolo de
inmunizacidon ha estado sujeto a criticas, debido al nivel de dolor infligido a los
animales como consecuencia del nimero y via de inmunizacién con AFC
(Nachamkin 2002). En 2008, nuestro laboratorio no sélo fue capaz de inducir
exitosamente una enfermedad similar a la descripta en 2001, sino que ademas
introdujo modificaciones que contemplan la aprobacién del protocolo por

comités de uso y cuidado animal en Estados Unidos (Moyano et al. 2008).

En resumen, los modelos de neuropatia periférica humana pueden ser
inducidos en conejos por inmunizacion con glicolipidos (o LOS). La inmunizacidn
con GD1b induce una neuropatia aguda sensitiva similar a la enfermedad
humana (AMSAN), en la cual se encuentran frecuentemente anticuerpos anti
este gangliésido (Kusunoki et al. 1996). La inmunizacion con GM1 produce una
neuropatia aguda periférica histolégicamente similar a AMAN (Yuki et al. 2001;

Susuki et al. 2003; Moyano et al. 2008).

No obstante, en general resulta dificil transferir la enfermedad a ratones,
aun mediante implantacién de hibridomas® secretores de anticuerpos anti-
gangliésidos, lo cual produce una neuropatia axonal leve (Sheikh et al. 2004). En
este modelo se observé que la susceptibilidad para desarrollar anticuerpos anti-
gangliésidos esta influenciada también por la densidad de ganglidsidos en la
membrana (Goodfellow et al. 2005). Por otro lado, la inmunizacién de ratones
con LOS genera sdlo una respuesta transiente de tipo IgM anti-ganglidésidos que
carece de una respuesta inmune secundaria desarrollada (Bowes et al. 2002;

Yuki et al. 2004). La respuesta humoral generada se encuentra exacerbada en

> |inea celular inmortal capaz de producir un anticuerpo monoclonal de interés, es
obtenida mediante la fusién de un linfocito B productor del anticuerpo especifico de
interés, con una linea celular de mieloma (linfocito B canceroso) que no produce una
inmunoglobulina propia.
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ratones deficientes de gangliésidos en comparacion con los ratones normales,
indicando que es la tolerancia y no una imposibilidad intrinseca de respuesta
inmune quien regula la generacidn de anticuerpos (Lunn et al. 2000; Bowes et

al. 2002; Yuki et al. 2004).

Los modelos experimentales inducidos son utiles para investigar las
enfermedades autoinmunes, aunque los protocolos basados en el uso de
adyuvantes se consideran bastante artificiales. La mayoria de las enfermedades
autoinmunes humanas ocurren espontdneamente, aunque con algunos factores
desencadenantes exdgenos (Soliven 2014). Por lo que resulta interesante la
existencia de casos de neuropatia paralitica espontdnea en pollos de granjas
pertenecientes a pacientes con SGB. En base a esta observacion, se han
realizado experimentos en los que se alimentaron pollos con cultivos de C. jejuni
aislados de pacientes y éstos desarrollaron una neuropatia paralitica
desmielinizante similar al SGB luego de alrededor de 12 dias (Li et al. 1996).
Fueron evaluados tanto la respuesta inmune Th1/Th2 como los cambios
histopatoldgicos del nervio cidtico de los pollos que desarrollan la neuropatia,
observdndose semejanzas con la AIDP humana (Bader et al. 2010; Nyati et al.
2012). Ademas, al desafiar oralmente a los pollos con una cepa de C. jejuni de
un paciente con SGB, que contiene LOS que imitan al ganglidsido GM1, se
inducen anticuerpos especificos IgM e IgG anti-LOS y anti-GM1. La inoculacidn
de la cepa sin la estructura simil GM1 induce anticuerpos anti-LOS pero no anti-
gangliésidos (Ang et al. 2010). La produccion de anticuerpos anti-GM1 también
se ha logrado mediante inmunizacion de pollos con ganglidsidos y cepas de C.

jejuni (Miyoshi et al. 1982; Usuki et al. 2006).

Por otro lado, involuntariamente el modelo de inmunizacidon fue
reproducido en humanos cuando la inyeccién con gangliésidos se volvid popular
en el tratamiento de varias dolencias como las del ciatico y los accidentes

cerebrovasculares. Un pequeio nimero de casos de SGB se reporté luego de
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estas inyecciones. En general, todos los pacientes con el subtipo AMAN tuvieron
anticuerpos anti-GM1, a diferencia de aquellos individuos que recibieron la

inyeccion pero no enfermaron (llla et al. 1995).

A fin de demostrar el rol patogénico de los anticuerpos anti-gangliésidos,
se ha planteado la necesidad de establecer experimentos de transferencia
pasiva o inyecciones intraneurales (Toyka et al. 2002). En conejos este
experimento ha resultado poco exitoso, posiblemente debido a las cantidades
inadecuadas de anticuerpos anti-GM1 (Kusunoki et al. 1999). Sin embargo al
inyectar suero de un paciente con anticuerpos anti-GM1 que tenia la
enfermedad de la neurona motora, en nervio cidtico de rata junto a
complemento humano, se detectd el bloqueo de la conduccidn y la presencia de
depdsitos de inmunoglobulina en los nodos de Ranvier (Santoro et al. 1992).
Ademas, algunos resultados se han logrado obtener en el modelo murino. Como
se menciond anteriormente, una neuropatia mixta (desmielinizante-axonal)
suave fue inducida en ratones con un hibridoma secretor de anticuerpos anti-
GDla y GT1b (Sheikh et al. 2004). Estos resultados conducen a suponer que
ademas de los anticuerpos circulantes, factores como la accesibilidad de los
mismos y resistencia de las fibras nerviosas al dafio mediado por anticuerpos
son importantes en el desarrollo de la neuropatia (Yuki 2007b). Por otro lado, en
el modelo murino ex-vivo, la transferencia pasiva de anticuerpos anti-GM1 vy
anti-GD1a produce una réplica del SGB axonal en presencia de complemento
humano (Goodfellow et al. 2005; Greenshields et al. 2009). Adicionalmente, en
este modelo, el bloqueo del clivaje de los componentes del complemento
previene la disfuncidon y el dafio a las estructuras nerviosas (Halstead et al.
2008). Se ha observado también que la presencia de anticuerpos anti-GM1 vy
anti-GD1a impide la regeneracién axonal luego del dafio axonal periférico
(Lopez et al. 2010). La suma de estos resultados obtenidos en modelos murinos

contribuye a sustentar el rol patogénico de los anticuerpos anti-ganglidsido.
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En nuestro laboratorio se ha logrado reproducir un modelo animal
experimental de neuropatia basado en la inmunizacién de conejos con
ganglidsidos y KLH. El modelo permite el estudio en detalle de la generacién de
la respuesta inmune a ganglidsidos, sus caracteristicas y el rol que ésta
desempena en el desarrollo de neuropatias autoinmunes. El conocimiento de la
respuesta inmune elaborada podria facilitar no sélo la comprobacion de la
hipotesis de la “Deriva del sitio de unidn", sino también el desarrollo de terapias

especificas en estadios tempranos de la enfermedad.

9. Situacion problema

El Sindrome de Guillain-Barré es considerada la principal causa de
pardlisis neuromuscular postinfecciosa del mundo, luego de la erradicacion de la
poliomielitis, con una incidencia de 1:100000. Posee un comienzo rapido y en el
20% de los casos conduce a una pardlisis total, requiriendo terapia intensiva

prolongada con ventilacidon mecanica.

Los tratamientos Optimos actuales incluyen plasmaféresis e
inmunoglobulinas intravenosas, terapias que carecen de especificidad
inmunoldgica y sélo reducen la severidad de la enfermedad. La inmunopatologia
del SGB es multifactorial y compleja, sin embargo, comprenderla se considera

un pre-requisito para lograr desarrollar inmunoterapias efectivas.
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“La formulacién de un problema, es mas importante que su solucién” Albert Einstein



OBIJETIVOS

—

————

1. Objetivo General

De acuerdo a los antecedentes expuestos, para este trabajo se planted,
como objetivo general, caracterizar el modelo experimental del Sindrome de

Guillain Barré.

2. Objetivos especificos

Como objetivos especificos se plantearon los siguientes puntos:

1. Caracterizar la respuesta inmune humoral anti-gangliésidos en el modelo

animal de neuropatia.

2. Estudiar el papel que desempenaria la proteina KLH en el

desencadenamiento de la enfermedad.

3. Estudiar el posible mecanismo que originaria los anticuerpos anti-

gangliésidos en el modelo experimental.



MATERIALES Y METODOS

“Los que se enamoran de la préctica sin la teoria son como los pilotos sin timén ni brajula, que
nunca podran saber a dénde van” Leonardo Da Vinci


http://www.proverbia.net/citasautor.asp?autor=270

MATERIALES Y METODOS

—

————

1. Glicolipidos

1.a. Glicolipidos para inmunizacion

La fraccion de ganglidsidos totales de cerebro bovino fue preparada por
extraccion de Folch, DEADE-Sephadex, metandlisis alcalina y cromatografia en
fase reversa a partir de cerebro bovino. La composicion de ganglidsidos en esta
preparacién resulté similar a la preparacién comercial Cronassial (GM1: 30%,
GDla: 48%, GD1b: 10%, GT1lb: 12%). La preparacion es libre de asialo GM1
(GA1).

1.b. Glicolipidos para TLC-I

Los glicolipidos GM1, GD1a, GD1b, y GT1lb se prepararon a partir de
cerebro humano. La fase superior del extracto lipidico de la particidon de Folch se
purificé por cromatografia en fase inversa y columna de DEAE-Sephadex.
Fracciones de mono, di, y trisialogangliosidos se obtuvieron mediante elucidn
secuencial de la columna, utilizando acetato de sodio 10, 25 y 40 mM en
metanol, respectivamente. GM1, GD1a, GD1b, y GT1b se purificaron a partir de
sus respectivas fracciones de HPLC. El denominado asialo-GM1 (GA1l) fue
preparado por hidrélisis acida de BBG. La mezcla de ganglidsidos fue disuelta en

cloroformo:metanol:agua (60:30:4,5)
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2. Inmunizacion

Conejos neozelandeses machos con un peso aproximado de 3 Kg fueron

inmunizados en base a dos protocolos:

Clasico: Basado en un protocolo previamente utilizado en nuestro
laboratorio (Yuki et al. 2001; Moyano et al. 2008) y luego levemente modificado

para realizar una Unica inmunizacién. Se preparé una emulsién conteniendo:
1) 0,5 mg de ganglidsidos purificados a partir de cerebro bovino (BBG);

2) 0,5 ml de hemocianina de lapa californiana Megathura crenulata (KLH,
2 mg/ml, Calbiochem) o Albumina de suero bovino metilada (BSAm 2 mg/ml,

Sigma) en buffer fosfato salino: 100 mM NaCl, 20 mM H,PO, / HPO, (PBS);
3) 0,5 ml adyuvante de Freund completo (AFC, Sigma).

Un volumen total de un ml de la emulsién fue inyectado por Unica vez a
cada animal en forma subcutanea en 5 puntos del lomo de los conejos. Este
protocolo de inmunizacion fue aplicado a los grupos KLH/BBG y BSAm/BBG.
Adicionalmente, un grupo de animales fue inyectado solo con BBG y AFC (Grupo

BBG) y finalmente un grupo sélo se inmunizé con KLH y AFC (Grupo KLH).

Alternativo: Este protocolo se basé en modificaciones del protocolo
anterior. Para ello se inmunizaron animales por via subcutanea utilizando dos
emulsiones separadas aplicadas simultdneamente en distintas ubicaciones en el

lomo del animal.
La emulsién “a” se compuso de 0,5 mg de BBG en PBS y 0,5 ml AFC.

La emulsion “b” contenia 0,5 ml de KLH (Calbiochem) en PBS y 0,5 ml de
AFC.
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La emulsién “c” contenia 0,5 mg de BBG; 0,5 ml de BSAm en PBS y 0,5 ml
de AFC.

Para distintos experimentos se utilizaron en un mismo animal
combinaciones de las emulsiones. Para los animales del grupo KLH+BBG se usé
o_n

la emulsiéon “a” y la “b”. Para el grupo BSAm/BBG+KLH se utilizaron las

emulsiones “b” y “c”.

( Clasico \ / Alternativo \

Inmunizacion subcutanea Inmunizacién subcutanea
en dos puntos
Inmunoégeno + AFC [: Inmunégeno + AFC

\ ) \ II: Inmunoégeno + AFC J

Figura 11. Protocolos de inmunizacion

Se utilizaron dos protocolos denominados Clasico y Alternativo. Como se esquematiza,
en el modelo cldsico se realiza una Unica inmunizacién subcutdnea con una emulsion
(inmundégeno y AFC). En cambio en el protocolo Alternativo se inmuniza
subcutaneamente con dos emulsiones (I y Il) por Unica vez en dos puntos diferentes.
Cada emulsion posee inmundgenos distintos acompanados de AFC.

El peso de todos los animales fue monitoreado semanalmente a lo largo de
3-4 meses. Cada dos semanas se tomaron muestras de sangre por puncion
venosa de la oreja y a partir de éstas, se obtuvieron los sueros por
centrifugacion, los cuales fueron almacenados a -20°C. En distintos
experimentos se inmunizaron un total de 35 conejos, cada experimento fue
realizado de acuerdo a normas internacionales e institucionales para el cuidado

del animal.
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Se evaluaron los grados de severidad clinica de la enfermedad, en base a

las siguientes consideraciones para el modelo experimental:

Grado 1: Disminucidn del peso corporal y debilidad muscular reversible en los
miembros posteriores. Temblores.

Grado 2: Disminucidn del peso corporal y debilidad muscular reversible en los
cuatro miembros. Temblores.

Grado 3: Disminucion del peso corporal y debilidad muscular irreversible en los

cuatro miembros. Temblores. Muerte.

3. Caracterizacion de anticuerpos

3.a. Cromatografia en placa fina Inmunotincion (TLC-I)

La mezcla de glicolipidos purificados en el laboratorio (GA1, GM1, GDlay
GD1b) fue resuelta sobre placas de silica (TLC Silica gel 60, Merck, Alemania) en
el solvente de corrida cloroformo:metanol:CaCl, 0,2% acuoso (50:40:10) usando
una cuba disefiada para obtener cromatogramas altamente reproducibles
(Nores et al. 1994). Luego del secado al aire las placas fueron sumergidas
durante 1,5 min en una solucién 0,5% de poli-isobutilmetacrilato (Aldrich
Chemical Company) en n-hexano:cloroformo (9:1) y secadas durante 1 h. Las
placas fueron incubadas toda la noche con diluciones convenientes de los
sueros en albumina sérica bovina (BSA) 1% en PBS con 0,05% de Tween 20 (BSA
1%-PBSt). Después de 3 lavados con PBS, la unién de los anticuerpos fue
detectada por medio de la incubacidon durante 1,5 h con anticuerpos contra
inmunoglobulinas G y M de conejo (anti-y y anti-u especificos Sigma)
conjugados a peroxidasa del rabano (HRP de sus siglas en inglés). Ambos

anticuerpos fueron utilizados en una dilucién 1/2000 en BSA 1%-PBSt. Todos los
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pasos de incubacion fueron realizados a 4°C. Después de lavar con PBS se llevo a
cabo el revelado utilizando una solucién de sustrato conteniendo: 0,01% de
H,0,y 2,8 mM de 4-cloro-1-naftol en metanol en buffer Tris/HCI (Tris 20 mM pH
7,4 ajustado con HCI) a una proporciéon 1:29 a temperatura ambiente. La
reaccion de desarrollo de color fue detenida luego de 20 min lavando las placas
con PBS. Las inmuno-tinciones fueron escaneadas y procesadas mediante el uso

del software GelAnalyzer para realizar las cuantificaciones correspondientes.

3.b. Revelado de placas con reactivo de orcinol

Para la deteccién de los glicolipidos resueltos mediante TLC se utilizo la
técnica de orcinol-acido sulfurico. Para ello las placas fueron sumergidas
durante 0,5 min en una solucién conteniendo: 0,5 % de orcinol en H,SO, 3 N.
Posteriormente fueron reveladas a 110 °C durante 2,5 min. El reactivo orcinol es

utilizado para la deteccién de carbohidratos.

3.c. Ensayo de inmuno-absorcion acoplado a enzima (ELISA)

Glicolipidos

Las placas de microtitulacion fueron sensibilizadas con 25 pmoles del
glicolipido GM1 en 50 pl de metanol. Después del secado a 37°C toda la noche,
los reservorios fueron bloqueados con BSA 1%-PBS durante 1 h (100
ul/reservorio) y luego fueron lavados con PBS. Diluciones convenientes de los
sueros en BSA 1%-PBS (50 pl/reservorio) fueron adicionados e incubados toda la
noche. Luego de 3 lavados con PBS se incubd por 1,5 h con anticuerpos
especificos contra inmunoglobulinas G y M de conejo conjugados a HRP, en una
dilucién 1/2000 (anti-y y anti-p especificos Sigma) en BSA 1%-PBS. Todos los

pasos de incubacion fueron realizados a 4°C. Después de los lavados con PBS, el
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revelado se llevd a cabo utilizando una solucidon de o-fenilendiamina 15 mM y
H,0, 0,015 % en buffer acetato de sodio pH 5,0; a temperatura ambiente. El
desarrollo de color fue frenado después de 30 min por la adicién de H,SO, 0,5 N
(50 pl/reservorio) para luego medir la densidad 6ptica (DO) a 490 nm (Bio-Rad
Microplate Reader - Model 630). La unién no especifica de los anticuerpos al
antigeno (valor de D.O. en los reservorios sin glicolipidos) fue sustraida en cada

medicidn. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

Proteinas

Las placas de microtitulacion fueron sensibilizadas con 50 ul de una
solucion de KLH (2 pg/ml) en buffer carbonato (NaHCO; 0,1 M pH 8,3 NaCl 0,5
M) toda la noche a 4°C. Los reservorios fueron bloqueados con BSA 1%-PBSt
durante 1 h (100 pl/reservorio) y luego fueron lavados con PBS. Diluciones
convenientes de los sueros en BSA 1%-PBSt (50 pl/reservorio) fueron
adicionadas e incubadas toda la noche. Luego de 3 lavados con PBS se incubd
por 1,5 h con anticuerpos especificos contra inmunoglobulinas G y M de conejo
conjugados a HRP, en una dilucién 1/2000 (anti-y y anti-u especificos Sigma) en
BSA 1%-PBSt. Todos los pasos de revelado fueron idénticos al protocolo

utilizado con glicolipidos (apartado anterior).

3.d. Calculo de los titulos de anticuerpos

Se define al titulo como la relacién V,/V,qs, es decir como la reciproca de
la dilucién de suero con la cual se alcanza la mitad de la unién maxima de
antigeno-anticuerpo (siendo V| el volumen de incubacién = volumen de suero +
volumen de diluyente). Cuando se grafica la unién de antigeno-anticuerpo
(medida como D.O.) en funcion de los ul de suero utilizados, se obtiene una
hipérbola que puede linearizarse en un grafico de dobles inversas. Esta recta

tiene como ordenada al origen a la reciproca del valor maximo de unidén
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antigeno-anticuerpo. Ademas extrapolando la misma al eje x se obtiene el valor
igual a -1/Vpgs.

Por lo tanto Vs se puede calcular a partir de los parametros de esta
recta. De esta manera el titulo de los anticuerpos se determina considerando
todos los puntos de la curva de unién antigeno-anticuerpo, promediando los
errores experimentales asociados a la deteccién de la misma (Mizutamari et al.

1994). Los titulos determinados se expresan en unidades arbitrarias (UA).

3.e. Ensayo de inhibicidn por antigeno soluble (SABIA)

El andlisis de especificidad de los anticuerpos anti-GSL fue realizado
mediante la pre-incubacidon de los sueros (o anticuerpos inmuno-purificados)
con concentraciones convenientes de antigeno soluble (glicolipidos o KLH). Al
cabo de 1 h, la reactividad no eliminada por la pre-incubacion fue analizada y

cuantificada por ensayos de TLC-Inmunotincidn.

3.f. Purificacion de poblaciones de anticuerpos anti-ganglidsidos

Segun el protocolo (Hirabayashi et al. 1983) se incubaron 1,5 ml del
gangliésido (0,25 pumol en metanol: KCl 0,2 M (1:1 v/v)) con 1 ml de octyl-
Sepharose (Sigma, St. Louis, MO, USA) por 1 h a temperatura ambiente en
agitacion. Luego el gel fue lavado 3 veces con 5 volumenes de cama de PBS. Los
pasos restantes fueron realizados a 4°C. Alicuotas del gel (0,2 ml) fueron
cargadas en columnas de 0,5 x 0,5 cm. Las muestras de suero fueron circuladas
a través de la columna 3 veces. El material no retenido se reservd. Luego de
lavar la columna con PBS, se eluyeron los anticuerpos usando tiocianato de
potasio (KSCN) 3 M en PBS (5 volumenes de cama). Las fracciones de material

eluido fueron desalinizadas en una columna de exclusién molecular Sephadex G-
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25 (Sigma, St. Louis, MO, USA) de 6 x 0,5 cm vy diluidas al volumen original de
suero con PBS-BSA 1%. Todas las fracciones (no retenidas y eluidas) fueron

alicuotadas y almacenadas hasta su utilizacién a -20 °C.

3.g. Afinidad relativa de anticuerpos IgM anti-gangliosidos

Para la estimacién de la afinidad relativa de los anticuerpos anti-
gangliésidos se realizaron lavados con KSCN 1 M y 3 M a las placas de TLC-I
luego de la incubacidn con los sueros, y previo a la incubacién con el anticuerpo
secundario contra inmunoglobulinas M de conejo conjugados a HRP, en una
dilucién 1/2000 en BSA 1%-PBSt. Se consideraron como anticuerpos de baja
afinidad relativa a aquellos eliminados por el lavado con KSCN 1 M, mientras
gue los anticuerpos resistentes fueron considerados como de alta afinidad

relativa (Mizutamari et al. 1994).

3.h. Deteccion de KLH con PNA mediante Western blot

Debido al elevado peso molecular (PM) de la proteina KLH, se realizaron
geles de poliacrilamida en gradiente (4-10 %). Se sembraron 3 pg de proteina
por pocillo y se corrieron a voltaje constante (90V). La transferencia a

membranas de nitrocelulosa se realizé por 40 min a 350 mA.

A fin de detectar el epitope GalB1-3GalNAc en la proteina KLH, las
membranas fueron primero bloqueadas con PVP al 1 % en buffer TBS (Buffer
salino Tris) y tween-20 al 0.05 %. PNA se incubd toda la noche a 4°C con la
lectina del mani (PNA) conjugada a biotina (0.002 ug/ul) para luego ser incubada

30 min a temperatura ambiente con streptavidina conjugada a IRDye 800 CW
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(1/30000). El revelado de las membranas se llevo a cabo mediante el sistema de

captura de imagenes infrarrojas Odyssey (LI-COR).

La presencia de anticuerpos anti-KLH en suero pre-inmune se determind
mediante incubacion de las membranas de nitrocelulosa (previamente
transferidas y bloqueadas) con los sueros de conejos 1/20 toda la noche a 4°C.
Posteriormente se incubd con anticuerpo secundario contra inmunoglobulinas
M de conejo conjugado a HRP, en una dilucién 1/2000 en polivinilpirrolidona
(PVP) 1%-TBSt. Después de lavar se reveld utilizando una solucién de sustrato
conteniendo: 2,8 mM de 4-cloro-1-naftol y 0,01% de H,0, en metanol-20 mM
de buffer Tris/HCI, pH 7,4 (1:29) a temperatura ambiente. Las inmunotinciones

fueron escaneadas para su analisis.

4. Periodacion de KLH

4.a. Ensayo de periodacion

Se sensibilizaron placas de microtitulacién con 50 pl de una solucién de
KLH (10 pg/ml) en buffer carbonato (NaHCO; 0,1 M pH 8,3 NaCl 0,5 M) toda la
noche a 4°C. Luego de 3 lavados con buffer acetato de sodio 50 mM pH 4,5, los
glicanos de KLH se oxidaron con 50 pl de periodato de sodio 15 mM en buffer
acetato por 1 h en oscuridad. Los pocillos se lavaron nuevamente con buffer
acetato de sodio. Los aldehidos reactivos generados fueron bloqueados
mediante la posterior incubacidon con 50 ul de borohidruro de sodio 50 mM en
PBS por 30 min. Luego de 3 lavados con PBS, los reservorios fueron bloqueados
con BSA 1%-PBSt durante 1 h (100 pl/reservorio) (Woodward et al. 1985).

A continuacién se incubd por 2 h con PNA conjugada a HRP 20 pg/ml
(Sigma) en BSA 1%-PBSt. Alternativamente, se incubaron diluciones
convenientes de los sueros en BSA 1%-PBS (50 pl/reservorio) toda la noche.
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Luego de 3 lavados con PBS se incubd por 1,5 h con anticuerpos especificos
contra inmunoglobulinas G de conejo conjugados a HRP, en una diluciéon 1/2000
en BSA 1%-PBS. Todos los pasos de revelado fueron idénticos a aquellos

descriptos en el protocolo de ELISA (Woodward et al. 1985).

4.b. Ensayo de biotinilacion-oxidacion

El pH de una solucién (200 pg/ml) de proteina en PBS (BSA o KLH) fue
ajustado con NaOH 1M para luego ser incubada con hidroxisuccinamida
biotinilada en DMF (10 pg/ml) por 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente
la solucidn fue dializada con PBS a 4°C durante toda la noche y se utilizé para
sensibilizar placas de microtitulacién (50 pl/resevorio - 10 ug/ml) en buffer
carbonato (NaHCO; 0,1 M pH 8,3 NaCl 0,5 M) toda la noche a 4°C. Las proteinas
biotiniladas fueron oxidadas mediante el protocolo de periodato de sodio
descripto anteriormente.

El revelado se llevo a cabo directamente utilizando una solucién de o-
fenilendiamina 15 mM y H,0, 0,015% en buffer acetato de sodio, pH 5,0; a
temperatura ambiente. El desarrollo de color fue frenado después de 30 min
por la adicion de H,SO, 0,5 N (50 pl/reservorio) para luego medir la densidad

Optica (DO) a 490 nm (Bio-Rad Microplate Reader - Model 630).
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RESULTADOS

1. Sueros pre-inmunes

En el suero de todos los animales, antes de ser inmunizados, se
detectaron reactividades de anticuerpos anti-gangliésidos (GA1, GM1 y GD1b)
de isotipo IgM. A modo de ejemplo se muestran reactividades observadas en el
suero pre-inmune de cuatro conejos (Figura 12). Cabe destacar que en las placas
se separaron por cromatografia los siguientes gangliésidos GA1, GM1, GD1a,
GD1b y GT1b, sin embargo no se detectaron en ningun caso la presencia de

anticuerpos que reconozcan GD1a y/o GT1b (Figura 12).

GA1 GA1l
GM1 GM1
GD1l1a
GD1b GD1b
GT1b

Orcinol S13 S14 S15 517

Figura 12. Reactividad de anticuerpos en sueros pre-inmune
Las reactividades de anticuerpos anti-gangliésidos (GA1, GM1 y GD1b) de isotipo IgM

fueron detectadas mediante TLC-I en distintos sueros pre-inmunes a una dilucién de 1
en 20. Mediante tincidon con orcinol se observan todos los ganglidsidos que fueron
sembrados en las placas.
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2. Inmunizacion con KLH/ganglidsidos

Con el objetivo de reproducir el modelo experimental del SGB en conejos,
se utilizé KLH como proteina carrier. Los animales fueron inmunizados siguiendo
el protocolo clasico, con un inéculo constituido por la mezcla de KLH y BBG

(KLH/BBG).

140

% Peso corporal inicial
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Figura 13. Pesos de animales del Grupo KLH/BBG

Variacion del peso de animales a lo largo de las semanas luego de haber sido
inmunizados con BBG y KLH. En lineas punteadas se grafican los datos individuales. En
linea completa roja se grafica el promedio y su respectiva desviacion estandar. n=4.

Como resultado, el 100% de los animales de este grupo enfermd con una
heterogeneidad clinica de la neuropatia similar a la observada en humanos
(Tabla 2). En la Figura 13 se observa la caida pronunciada del peso en todos los
animales asociada al comienzo de la enfermedad.

La heterogeneidad se vio reflejada no sélo en la severidad de la
enfermedad, (la cual varié entre los grados 1 y 3) sino también en el momento

en que comenzaron los signos clinicos. Los animales mostraron una pérdida de
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peso corporal de alrededor del 25% con respecto al momento de Ia

inmunizacién, asi como debilidad muscular, temblores y paralisis.

523 1 7
524 1 5
525 2 7
526 2 6
543 1 11
544 2 11
545 3 5

Tabla 2. Severidad clinica y semana de aparicion en el grupo KLH/BBG
Se detallan para cada animal del grupo KLH/BBG, la semana en la que se observo el
comienzo en la reduccién del peso corporal (aparicién) y el grado de severidad clinica.

El comienzo de los sintomas se observd entre la semana 5y 11 post-
inmunizacién (Tabla 2). En dicho experimento sélo un animal fallecié a causa de
la enfermedad (grado 3 de severidad clinica). El resto de los mismos se
recuperaron espontaneamente luego de algunas semanas, en forma similar a lo
observado en pacientes humanos.

Por otro lado, al igual que los titulos de anticuerpos anti-GM1 medidos en
los sueros de pacientes con SGB, el valor determinado en los conejos del grupo
KLH/BBG fue altamente variable.

Como ya se menciond anteriormente, los anticuerpos de isotipo IgM anti-
GM1 se encuentran normalmente presentes en el suero de los animales pre-
inmunes (Figura 12) aunque poseen un titulo muy bajo que no puede ser
detectado mediante el ensayo de ELISA. Sin embargo, luego de la inmunizacion
con KLH/BBG, este titulo se incrementd (en promedio 6000 UA para IgM vy

12000 para IgG). Es importante destacar que los valores maximos de titulos de
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anticuerpos anti-GM1 varian enormemente en cada conejo, (se detectaron
valores maximos de hasta 30000 UA para el isotipo 1gG).

Por otro lado, en promedio, el valor maximo para el isotipo IgM se
observa en la semana 5 post-inmunizacion, mientras que para el isotipo I1gG se
detecta alrededor de la semana 7 luego de la inmunizacion. Debido a esta gran
variabilidad se grafican los titulos de anticuerpos IgM e IgG anti-GM1
determinados a diferentes semanas post-inmunizacion en un animal

representativo (Figura 14).

12000

-0 1gG
—-©— IgM

10000

8000+
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Titulo (UA)

4000

2000+

Semana

Figura 14. Titulos de anticuerpos anti-GM1 IgM e IgG en el Grupo KLH/BBG

Caso representativo de la variacion del titulo de anticuerpos anti-GM1 en el suero de
un animal luego de haber sido inmunizado con KLH y BBG. El marcador blanco indica
la variacidn del isotipo IgM mientras que el marcador negro indica la variacién en el
isotipo IgG.

Al evaluar las reactividades en TLC-l, todos los sueros pre-inmunes
presentaron reactividades de anticuerpos anti-gangliésidos de isotipo IgM, las
cuales se incrementaron luego de la inmunizacién (Figura 15), en concordancia
con lo observado en la determinacion de los titulos de anticuerpos. Asimismo,
se observa un incremento de la reactividad de anticuerpos IgG anti-ganglidsidos
alrededor de la semana 4, estas reactividades se mantienen constantes a lo

largo de las semanas post-inmunizacion (Figura 15).
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Figura 15. Reactividad de anticuerpos anti-gangliésidos en el Grupo KLH/BBG
Ejemplo representativo de las reactividades de los anticuerpos anti-gangliésidos (GA1,
GM1, GD1b) para los isotipos IgM e IgG a distintas semanas post-inmunizacion
determinados mediante TLC-I. Se utilizd suero de un animal inmunizado con BBG y KLH
a diferentes diluciones. Para las semanas 0 y 2 se utilizd una dilucién 1 en 20 y para las
siguientes semanas una dilucion 1 en 500.

3. Inmunizacidn con gangliosidos

Un grupo de conejos control fue inmunizado sélo con ganglidsidos
(Grupo BBG) y luego monitoreado por mas de 15 semanas, durante este periodo
de tiempo no mostraron reduccién significativa del peso (Figura 16).
Adicionalmente ninguno de los animales inmunizados exhibié signos clinicos de

enfermedad.
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Figura 16. Pesos de los animales del Grupo BBG

Variacion en el peso de los animales a lo largo de las semanas luego de haber sido

inmunizados con BBG. En lineas punteadas se grafican datos individuales. En lineas

completas azules se grafica el promedio y su respectiva desviacidn estandar. n=4.

Al evaluar la presencia y reactividad de los anticuerpos anti-ganglidsidos

mediante TLC-l se observd, en primer lugar, la presencia de anticuerpos de

isotipo IgM anti-GM1, GA1 y GD1b en el suero pre-inmune (Figura 17). A lo largo

de las semanas, los anticuerpos IgM anti-gangliésidos se vieron incrementados,

sin embargo los anticuerpos anti-gangliésidos de isotipo IgG no se observaron

en ningun momento a lo largo del experimento (Figura 17).

Si bien mediante TLC-I se observa la presencia de anticuerpos anti-GM1

de isotipo IgM, no fue posible determinar los titulos, probablemente debido al

limite de deteccion de la técnica de ELISA. Este ensayo nos indica que los

gangliésidos por si solos son poco inmunogénicos.
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Figura 17. Reactividad de anticuerpos anti-gangliésidos en el Grupo BBG

Caso representativo de las reactividades de los anticuerpos anti-ganglidsidos (GA1,
GM1, GD1b) para los isotipos IgM e IgG a distintas semanas post-inmunizacion
determinadas mediante TLC-I. Se utilizé el suero de un animal inmunizado con una
mezcla de BBG a diferentes diluciones. Para las semanas 0 y 2 se utilizé una dilucién 1
en 20 y para las siguientes semanas una dilucién 1 en 500.

4. Inmunizacion con BSAm/BBG

A fin de incrementar la inmunogenicidad de los gangliésidos, el mismo
experimento se repitid pero utilizando BSAm como proteina carrier en la
emulsién con gangliésidos (Grupo BSAm/BBG). Uno de los animales
inmunizados con esta mezcla mostré una reduccién del peso corporal luego de
la semana 10 post-inmunizacién (Figura 18). Al promediar los pesos de los

animales del grupo se observa una reduccién de alrededor del 13% en
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promedio. Sin embargo no se evidencid ningun signo clinico de enfermedad a lo

largo del experimento en ninguno de los animales del grupo.
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Figura 18. Pesos de los animales del Grupo BSAm/BBG

Variacion del peso de los animales a lo largo de las semanas luego de haber sido
inmunizados con BBG y BSAm. En lineas punteadas se grafican los datos individuales.
En linea completa violeta se grafica el promedio y su respectiva desviacién estandar.
n=3.

Por otro lado, se realizé la medicién de los titulos de los anticuerpos anti-
GM1 mediante la técnica de ELISA a distintas semanas post-inmunizacién para
los isotipos 1gG e IgM. Se detectd un incremento de los mismos alrededor de la
semana 4 luego de la inmunizacién para ambos isotipos, como se muestra en el
ejemplo representativo de la Figura 19. Cabe destacar que los titulos de
anticuerpos anti-GM1 (tanto de isotipo IgM e IgG) fueron menores a los
obtenidos en el grupo KLH/BBG (Figuras 19 y 14). Para el grupo BSAm/BBG, los
valores maximos de titulos promediados fueron 600 UA para IgM y 400 UA para

1gG.
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Figura 19. Titulo de anticuerpos anti-GM1 IgM e IgG en el Grupo BSAm/BBG

Caso representativo de la variacion del titulo de anticuerpos anti-GM1 en el suero de
un animal luego de haber sido inmunizado con BBG y BSAm. El marcador blanco indica
la variacion del isotipo IgM mientras que el marcador negro indica la variacién en el
isotipo IgG.

Finalmente se evalud la reactividad de los sueros contra ganglidsidos
mediante TLC-l. En todos los casos los anticuerpos de isotipo IgM anti-
gangliésidos se incrementaron a lo largo de las semanas. Mientras que al
evaluar los anticuerpos de isotipo 1gG, éstos aparecen con grados variables de
intensidad y generalmente alrededor de la semana 4 luego de la inmunizacion
(Figura 20).

Si bien la presencia de BSAm en la emulsién incrementa la respuesta
inmune, con respecto a la inmunizacién con BBG (incremento del titulo de
anticuerpos anti-GM1 y aparicion de anticuerpos IgG anti-gangliésidos), la
misma no resulta ser suficiente para inducir un efecto patoldégico.

La evaluacion de los tres modelos de inmunizacién descriptos (KLH/BBG,
BBG y BSAmM/BBG) nos indica que la proteina KLH es, de algin modo, necesaria

para inducir la enfermedad en los animales.
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Figura 20. Reactividad de anticuerpos anti-gangliésidos en el Grupo BSAm/BBG

Caso representativo de las reactividades de los anticuerpos anti-gangliésidos (GA1,
GM1, GD1b) para los isotipos IgM e IgG a distintas semanas post-inmunizacion
determinados mediante TLC-I. Se utilizé el suero de un animal inmunizado con BBG y
BSAm a diferentes diluciones. Para las semanas 0 y 2 se utilizé una diluciéon 1 en 20y

para las siguientes semanas una dilucién 1 en 500

5. Inmunizacion con KLH

5.a. Animales inmunizados con KLH
A fin de evaluar la funciéon que cumple la proteina KLH en el sistema

empleado para generar la neuropatia, se procedié a inmunizar conejos sélo con

KLH y ACF (Grupo KLH).
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Como resultado, ninguno de estos los animales exhibid una reduccion de
peso a lo largo de las semanas luego de ser inmunizados (Figura 21). Tampoco

se observaron signos clinicos de enfermedad.
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Figura 21. Pesos de los animales en el Grupo KLH

Variacion del peso de los animales a lo largo de las semanas luego de haber sido
inmunizados con KLH. En lineas punteadas se grafican los datos individuales. En linea
completa se grafica el promedio y su respectiva desviacién estandar. n=5.

No fue posible detectar el titulo de anticuerpos anti-GM1 mediante
ELISA, en los sueros recolectados a lo largo del experimento. Sin embargo,
mediante TLC-I, pudieron evaluarse las reactividades de los anticuerpos anti-
gangliésidos. De esta forma se observé que la inmunizacion afecta a la
produccién de anticuerpos de isotipo IgM anti-ganglidésidos, generando un
incremento de estos a partir de la semana 4 luego de la inmunizacién (Figura
22).

Con respecto al isotipo IgG, llamativamente, la inmunizacion con KLH
generd la aparicién de una banda correspondiente a anticuerpos anti-GA1 a

tiempos posteriores a las 4 semanas post-inmunizacién (Figura 22). Este
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resultado nos condujo a la necesidad de estudiar mas en detalle la respuesta

inmune producida por la proteina KLH.

IgM GAL
prves_e GM1
GD1b
IgG - — GA1
0 2 4 6 8 10

Figura 22. Reactividad de anticuerpos anti-gangliésidos en el Grupo KLH

Caso representativo de las reactividades de los anticuerpos anti-gangliosidos (GA1,
GM1, GD1b) para los isotipos IgM e IgG a distintas semanas post-inmunizacién
determinados mediante TLC-I. Se utilizo el suero de un animal inmunizado con KLH a
una dilucién 1 en 20.

5.b. Respuesta inmune dirigida a KLH

Se determinaron los titulos de anticuerpos anti-KLH de isotipo I1gG e IgM
en el suero de distintos animales inmunizados con KLH. Se observa al
promediar, que el titulo maximo del isotipo IgM se encuentra entre la semana 2
y 4, mientras que el titulo maximo del isotipo IgG se ubica en la semana 6
(Figura 23). En todos los casos, el titulo de anticuerpos anti-KLH fue
extremadamente elevado principalmente para el isotipo IgG en el que
determinaron titulos de hasta 500000 UA.
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Se detecté ademas, en el suero pre-inmune (semana 0 pi) la presencia de
anticuerpos anti-KLH de isotipo IgM con titulos de alrededor de 200 UA (Figura
23).
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Figura 23. Titulos de anticuerpos anti-KLH IgM e IgG
Promedio de los titulos de los animales a lo largo de las semanas luego de haber sido

inmunizados con KLH y BBG (Grupo KLH/BBG). El isotipo IgG se grafica con marcador
cuadrado verde. El isotipo IgM se grafica mediante marcador redondo violeta. Las
barras indican la desviacion estandar. N=4

Aproximadamente el 4% de la masa molecular de KLH estd conformada
por componentes glucidicos (Harris y Markl 1999), y se postula que tales
componentes son de gran importancia en la antigenicidad de esta molécula
(Kurokawa et al. 2002). Debido a que la inmunizacién de animales con la
proteina KLH dio lugar a la produccién de anticuerpos que reaccionaron con
gangliésidos, se evalud la contribucidon de los glicanos de KLH en la respuesta
inmune desarrollada. Con este objetivo, los glicanos de KLH fueron oxidados con
periodato de sodio y fue medido el titulo de los sueros de los conejos del Grupo
KLH, tanto frente a KLH oxidada (KLHox) como frente a KLH control.

Al evaluar los resultados se observo una pérdida de alrededor del 75% del
titulo de los anticuerpos anti-KLH luego de la oxidacion (Desde 24000 UA a 6800
UA) (Figura 24).
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Fieura 24. Anticueronos anti-glicanos de KLH
Caso representativo la uniéon de anticuerpos a la proteina KLH o KLH oxidada con

periodato de sodio inmovilizada a una placa de ELISA. El suero utilizado corresponde a
un animal inmunizado solo con KLH. El marcador negro indica la unién a KLH oxidada y
el marcador blanco indica la unién a KLH control.

Los glicoconjugados (glicolipidos, glicoproteinas) pueden compartir
algunas estructuras glucidicas. El determinante GalB(1-3)GalNAc se encuentra
presente tanto en algunos glicolipidos (porcidon glucidica terminal de los
ganglidsidos GA1/GM1/GD1b) como en glicoproteinas (Momoi et al. 1982).
Como la lectina PNA tiene la habilidad de unirse al determinante GalP(1-
3)GalNAc, su presencia en la proteina KLH fue evaluada. La presencia del
determinante en la proteina KLH se detecté mediante dot blot, western blot y
ELISA (Figura 25y 27), tal como ha sido descripto en la bibliografia (Wirguin et
al. 1995). La capacidad de unién de PNA fue eliminada completamente cuando
KLH se sometié previamente al proceso de oxidacion con periodato de sodio

(Figura 25).
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Figura 25. Unién de PNA a KLH y KLH oxidada

Unién de la lectina PNA a la proteina KLH oxidada (marcador negro) y sin oxidar
(marcador blanco). La union se determind mediante ELISA, en la cual se utilizaron 10
pug/ml de KLH para sensibilizar. Se grafica el promedio y su respectiva desviacidn
estandar.

Como control experimental se comprobd que el tratamiento de
periodacién no desprende las proteinas de la base sélida. Para ello KLH fue

biotinilada y sometida al mismo proceso de oxidacion (Figura 26).
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Concentracién de KLH (ug/ml)

Figura 26. Control de pérdida de proteinas
Presencia de KLH biotinilada adherida a la superficie sélida antes y después de haber

sido oxidada mediante tratamiento con periodato de sodio.
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Por otro lado se comprobd mediante dot blot que BSAm, a diferencia de

KLH, no es reconocida por la lectina PNA, es decir que no contendria el epitope

GalB(1-3)GalNAc (Figura 27).

BSAm

de BSAm

Figura 27. Unién de PNA a KLH y BSAm
Dot blot en el que se sensibilizé con 50 ug

o KLH. La presencia del
determinante GalB(1-3)GalNAc se evallua
mediante determinaciéon de la unién de

KLH PNA-HRP (2 pg/ml).

5.c. Reactividad cruzada de anticuerpos

Se estudié posteriormente la especificidad de los anticuerpos generados

en los animales inmunizados sélo con KLH o con KLH/BBG. En los primeros se

detectd en general la presencia de anticuerpos de isotipo IgG que reconocen

GA1, esta poblacion de anticuerpos es totalmente blogqueada por pre-

incubacion con KLH soluble (Figura 28.1).

1) Grupo KLH

GA1 o

I1) Grupo KLH/BBG

GA1
N GM1

GD1b

KLH = +

Figura 28. SABIA con KLH
soluble

Casos representativos de
inhibicién de la
reactividad de los
anticuerpos I1gG  anti-
gangliésidos (GA1, GM1,
GD1b) con 100 pg/ml de

KLH determinado
mediante SABIA. Se
utilizaron sueros de

animales inmunizados con
) KLH o 1) KLH/BBG.
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Por otro lado, todos los animales del Grupo KLH/BBG generaron
anticuerpos IgG que reconocen gangliésidos de estructura simple (GA1l) y
compleja (GM1 y GD1b). Mediante SABIA, estos anticuerpos fueron
parcialmente bloqueados por pre-incubacion con KLH soluble, indicando Ia
reactividad cruzada de algunas poblaciones (Figura 28.11).

A continuacion, se estudid en detalle la inhibiciéon con KLH soluble en los
sueros de animales KLH/BBG. Para ello, se evalud el porcentaje de inhibicion en
el primer tiempo en que es posible detectar anticuerpos IgG anti-ganglidsidos
(semana 4 luego de la inmunizacién). Como resultado se observé que KLH

presenta una reactividad cruzada similar con GA1 (64%), GM1 (69%) y GD1b

(66%) (Figura 29).
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Figura 29. Promedio del porcentaje de inhibicidon con KLH en la semana 4 post-
inmunizacion
Promedio del porcentaje de inhibicién de anticuerpos IgG anti-gangliésidos con KLH

soluble (100 pg/ml) determinado mediante SABIA. Las barras rayadas representan la
inhibicion de GD1b, las punteadas GM1 y las blancas GA1. Se utilizaron sueros de la
semana 4 post-inmunizacién a una dilucién 1/500. n= 4. Mediante barras se grafica la

desviacion estandar.

Al mismo tiempo, se observd que el porcentaje de inhibiciéon de cada
anticuerpo anti-ganglidsido (anti GA1, GM1 y GD1b) varia ampliamente en cada

animal y en cada tiempo post-inmunizacién. (Figura 30).
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Al evaluar distintos casos particulares, pudo observarse una tendencia a
reducirse el porcentaje de inhibicidon de los anticuerpos anti-gangliésidos luego

de la semana 4 (inicial), (dicha tendencia se detecta aun promediando valores

dispersos entre animales).
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Figura 30. SABIA con KLH soluble en el Grupo KLH/BBG

Porcentaje de inhibicion de los anticuerpos IgG anti- ganglidsidos con KLH soluble (100
ug/ml) determinado mediante SABIA. Los sueros corresponden a distintas semanas
luego de la inmunizacidon con KLH/BBG. La inhibicién a lo largo del tiempo varia en
cada animal. Se grafican los siguientes ejemplos: a) Conejo S26; b) Conejo S25; c)

Conejo S23; d) Conejo S24.

La mayoria de los anticuerpos en un principio reconocen tanto a KLH
como a los gangliésidos (66% de los anticuerpos poseen reactividad cruzada en
la semana 4) pero luego la proporcidon se reduce (en promedio 28% de

anticuerpos poseen con reactividad cruzada en la semana 8). Esto indicaria la
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presencia de una mayor proporcién de anticuerpos especificos de ganglidsidos.
Cuatro casos representativos se observan en la Figura 30.

El aumento de la proporciéon de los anticuerpos especificos de
gangliésidos (es decir de anticuerpos resistentes a la inhibicién con KLH soluble)
se observa en la mayoria de los casos antes de la aparicidén de signos clinicos de
neuropatia (Tabla 3).

En base a los resultados obtenidos, nos propusimos evaluar la funcién de

la proteina KLH en el modelo experimental.

8 6

Tabla 3. Comparacién de parametros en animales KLH/BBG

Se detalla para cada animal la semana en que se observaron la reduccién en el
porcentaje de inhibicion con KLH, la reduccién del peso corporal y los primeros signos
clinicos.

6. Evaluacion de la funcidon de KLH en el modelo experimental

Las evidencias experimentales indican que la inmunizacion con KLH/BBG
es el unico protocolo que desencadena la neuropatia. Utilizar BSAm como
proteina carrier estimula la respuesta inmune anti-ganglidsidos, con respecto al
grupo inmunizado con BBG solo, pero aun asi no es suficiente para generar
signos clinicos neurolégicos. Por otro lado, KLH por si sola es capaz de generar
anticuerpos anti-GA1 (detectados mediante TLC-l), es decir posee un efecto

“inmunoestimulador especifico”. La sumatoria de estos resultados permite
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sugerir dos posibles funciones de KLH en el sistema, las cuales no son
mutuamente excluyentes:

1. Rol inmuno-estimulador no especifico: KLH podria ser eficiente como
proteina carrier, es decir que su presencia en el inmundgeno mejora la
respuesta inmune a gangliosidos.

2. Rol inmuno-estimulador especifico: KLH posee la capacidad de producir
anticuerpos con reactividad cruzada (KLH-ganglidsidos). Esta respuesta podria
luego ser redireccionada por ganglidsidos produciendo un cambio de
especificidad fina.

Con el objetivo de evaluar dichas funciones se planted un esquema de
inmunizacién alternativo (Figura 11). El mismo se basa en la inmunizacion
empleando los mismos inmundgenos usados hasta el momento, pero
administrados por separado en el mismo animal.

En primer lugar, se inmunizaron conejos con KLH y BBG administrados en
distintas emulsiones (KLH+BBG). La proteina KLH demostré previamente su
capacidad de estimular levemente la produccién de anticuerpos anti-
gangliésidos. Este esquema propone estudiar si los ganglidsidos poseen la
capacidad de re-direccionar la respuesta inmune sin encontrarse en la misma
emulsion que KLH.

En segundo lugar, se repitid la inmunizacion con BSAm/BBG, mediante la
cual, habiamos observado previamente que no se generan signos clinicos de
neuropatia. Sin embargo, en este nuevo ensayo se agregd el estimulador
especifico, es decir que los animales se inmunizaron con un segundo
inmunogeno conteniendo sélo KLH y AFC (denominado Grupo BSAm/BBG+KLH).
En este ensayo los ganglidsidos poseen una proteina carrier (BSAm) y ademas
un “estimulador especifico” (KLH) pero en dos emulsiones diferentes.

Como resultado de la primera prueba, ninguno de los animales del Grupo
KLH+BBG evidencid descenso de su peso corporal ni tampoco desarrollé signos

de enfermedad a lo largo del experimento (Figura 31).
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Figura 31. Pesos de los animales de los Grupos KLH+BBG y BSAm/BBG+KLH

Variacion del peso de los animales a lo largo de las semanas luego de haber sido
inmunizados con BBG y KLH por separado: Grupo KLH+BBG (simbolo circular naranja
n=3) o con BSAm y BBG mds KLH en otro punto: Grupos: BSAm/BBG+KLH (simbolo
cuadrado rosa n=3). En lineas punteadas se grafican los datos individuales para cada
grupo. En linea completa se grafica el promedio y su respectiva desviacién estandar.

De forma similar, al estudiar la reactividad de los sueros mediante TLC-I,
se observa una respuesta exclusiva de isotipo IgM en el que sélo se ve
incrementada la abundancia de los anticuerpos anti-gangliésidos ya presentes
en el suero pre-inmune (Figura 32). El resultado obtenido fue similar a lo que se
observa cuando se inmuniza sélo con BBG (Figuras 17 y 32), lo que confirma la
necesidad de una proteina carrier para potenciar la respuesta inmune.

En contraste con los animales KLH+BBG, en el 100% de los animales
inmunizados con la mezcla BSAm/BBG+KLH se observd una reduccion del peso
luego de distintos tiempos post-inmunizacién (Figura 31). La aparicion de los
signos clinicos en este grupo mostré caracteristicas similares a las observadas en
el grupo KLH/BBG, como heterogeneidad en el momento de aparicién de los

sintomas e intensidad de los mismos (Tablas 2 y 4).
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Figura 32. Reactividad de anticuerpos anti-ganglidsidos en el Grupo KLH+BBG

Caso representativo de las reactividades de los anticuerpos anti- ganglidsidos (GA1,
GM1, GD1b) para los isotipos IgM e IgG a distintas semanas post-inmunizacion

determinados mediante TLC-l. Se utilizaron sueros de animales inmunizados por

separado con una mezcla de BBG por un lado y KLH por el otro (Grupo BBG+KLH). Para

las semanas 0 y 2 se utilizé una diluciéon 1 en 20 y para las siguientes semanas una

dilucion 1 en 500.

Se determinaron los titulos de anticuerpos anti-GM1 de isotipo IgM e IgG

a distintos tiempos Unicamente para el grupo BSAm/BBG+KLH ya que para el

grupo KLH+BBG

determinacion.

la sensibilidad de la técnica no permitié realizar la
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540 2 5
541 1 11
542 1 8

Tabla 4. Severidad clinica y semana de aparicion en el grupo BSAm/BBG+KLH

Se detallan para el grupo BSAm/BBG+KLH el promedio de la semana en la que se
observé el comienzo en la reduccion del peso corporal (aparicion) y el grado de
severidad clinica.

Si bien los valores maximos de titulo para IgM e IgG también se
observaron alrededor de la semana 4, al igual que en el grupo KLH/BBG (Figura
14), los titulos encontrados fueron en promedio menores. En la Figura 33 se

grafican los titulos a lo largo de las semanas para un caso representativo.
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Figura 33. Titulo de anticuerpos anti-GM1 IgM e IgG en el Grupo BSAm/BBG+KLH
Caso representativo de la variacion del titulo de anticuerpos anti-GM1 en el suero de
un animal luego de haber sido inmunizado con BSAm y BBG por un lado y KLH por el
otro (BSAm/BBG+KLH). El marcador blanco indica la variacion del isotipo IgM mientras
que el marcador negro indica la variacién en el isotipo IgG.
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Finalmente, se evaludé la reactividad de los sueros del grupo
BSAm/BBG+KLH mediante TLC-I. En dicho ensayo, nuevamente, se observaron
resultados similares a aquellos encontrados al estudiar los sueros del grupo
KLH/BBG. En primer lugar, se observa un incremento de los anticuerpos anti-
gangliésidos de isotipo IgM y en segundo lugar, aparecen a partir de la semana 4
post-inmunizacién los anticuerpos de isotipo IgG anti-GM1, GD1b y GA1 (Figura
34). Dicha aparicion e incremento de anticuerpos anti-ganglidsidos se mantiene

a lo largo de varias semanas post-inmunizacién.

GAL
IgM of ‘ 2 ‘ O GM1
- " ¥ Gp1b
GAL
- — GM1
IgG GD1b
0 2 4 6 13

Figura 34. Reactividad de anticuerpos anti-gangliésidos en el Grupo BSAm/BBG+KLH
Caso representativo de las reactividades de los anticuerpos anti- ganglidsidos (GA1,
GM1 y GD1b) para los isotipos IgM e IgG a distintas semanas post-inmunizacion
determinados mediante TLC-l. Se utilizaron sueros de animales inmunizados
separadamente con una mezcla de BBG y BSAm, y por otro lado con KLH (Grupo
BSAm/BBG+KLH). Para las semanas 0 y 2 se utilizd una dilucidon 1 en 20 y para las
siguientes semanas una dilucién 1 en 500.
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7. Anticuerpos anti- ganglidsidos y neuropatia

7.a. Concordancia anticuerpos anti-ganglidsidos y signos clinicos

Al evaluar los perfiles de reactividad de anticuerpos anti-gangliésidos en
animales que desarrollan la neuropatia, se observé que el tiempo de aparicidon
de anticuerpos anti-ganglidsidos IgG estuvo relacionado al momento en que
comenzaron a observarse sintomas de la enfermedad. Esto puede evidenciarse

mediante la evaluacién de dos casos extremos (Figura 35).
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Figura 35. Perfil de peso y reactividad anti-gangliésidos en el Grupo KLH/BBG
Variacion del peso de animales inmunizados con KLH/BBG y sus correspondientes
reactividades de anticuerpos anti-gangliésidos determinadas mediante TLC-I a lo largo
de las semanas post-inmunizacién. Para las semanas 0 y 2 se utilizé una dilucién 1 en
20 y para las siguientes semanas una dilucidon 1 en 500. Se sefiala con una flecha el
momento en que se observaron los primeros temblores. Se muestran dos situaciones
a) Un conejo que enfermd de forma tardia (alrededor de la semana 10) y b) Un conejo
gue enfermd tempranamente (alrededor de la semana 5).

En primer lugar, tomamos el caso de un animal que comenzd a mostrar
signos de enfermedad de forma tardia (alrededor de la semana 10 post-
inmunizacién) (Figura 35.a) y, en segundo lugar, un animal que exhibid signos
clinicos de forma temprana, alrededor de la semana 5 post-inmunizacién (Figura

35.b). Al evaluar los sueros de ambos animales, se observé un incremento de los
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anticuerpos de isotipo IgG anti-gangliésidos en el momento en que se detectan

los primeros signos clinicos de enfermedad para ambos casos (Figura 35).

7.b. Anticuerpos IgM anti-GA1 de alta afinidad en suero pre-inmune

Como se detallé anteriormente, en el suero de conejos pre-inmunes se
observa la presencia de anticuerpos anti-gangliésidos de isotipo IgM (Figura 12).
De forma similar, en suero de humanos sanos se ha detectado la presencia de
anticuerpos anti-GM1 de isotipo IgM de baja afinidad. Se han identificado dos
poblaciones de acuerdo a su reactividad cruzada con GAl y GD1b
(GM1/GA1/GD1b 0 GM1/GA1) (Mizutamari et al. 1994; Lopez et al. 2001).

En pacientes se distinguen no sélo las poblaciones de anticuerpos
presentes en individuos sanos, sino también distintas poblaciones que pueden
ser definidas de acuerdo a su afinidad/especificidad. La galactosa terminal es un
requerimiento estructural para la unién, tanto de los anticuerpos de los
individuos sanos como el de los pacientes (Lopez et al. 2001). Como se detalld
en la introduccidn, la hipdtesis de la deriva del sitio de unién propone que los
anticuerpos asociados a neuropatias se originan por mutaciones al azar que
afectan el sitio de unidn. Aquellas mutaciones que producen cambios en la
region de unidén de la molécula tienen como consecuencia un cambio de
especificidad. Este proceso de “expansién del sitio de unién” genera la
variabilidad en las poblaciones de anticuerpos. Por otro lado, aquellas
mutaciones que incrementen el nimero de puntos de unién con el antigeno
producirdn un aumento de afinidad.

En base a lo expuesto, aquellos individuos que posean poblaciones de
anticuerpos de mayor afinidad hipotéticamente podrian desarrollar Ia
neuropatia mas rapidamente que aquellos que posean anticuerpos de la misma

especificidad pero menor afinidad.
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Al evaluar los animales del grupo KLH/BBG, pudo observarse que el
momento en el que se detectan los primeros signos clinicos es ampliamente
variable (Figura 35). Por lo que fue posible distinguir entre un grupo de animales
que enfermo de forma temprana y otro que lo hizo tardiamente. El 70% de los
animales enfermd entre las semanas 4 y 7 post-inmunizacién (Grupo temprano).
Mientras que el resto de los conejos (30%) enfermd a luego de la semana 7
post-inmunizacion (Grupo tardio).

En ambos grupos se estudid el porcentaje de anticuerpos IgM anti-GA1
de alta afinidad en el suero pre-inmune mediante el lavado con un agente

caotrdpico, (KSCN 1M) utilizando TLC-I.
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Figura 36. Anticuerpos de alta afinidad en suero pre-inmune

Porcentaje de anticuerpos anti-GA1 de alta afinidad (resistentes al lavado con KSCN
1M) presentes en suero pre-inmune de distintos animales. Mediante barra blanca se
grafica el grupo de animales que enfermd de forma temprana (antes de la semana 7
post-inmunizacidén) y la barra gris representa el grupo que enfermé de forma tardia
(después de la semana 7 post-inmunizacion). Se indica en las barras la respectiva
desviacion estandar para cada grupo. *p=0.005

Al cuantificarse el porcentaje de anticuerpos resistentes al lavado con
KSCN efectivamente se observd una diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos. En aquel que presentaba un comienzo temprano de los signos
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clinicos se encontrd una elevada proporcion de anticuerpos de alta afinidad en
suero pre-inmune (80%). En contraste, en el grupo que presentd un comienzo
tardio se detectd una baja proporcién de anticuerpos de alta afinidad en suero
pre-inmune (25%) (Figura 36).

Las poblaciones de anticuerpos que reconocen GM1 y GD1b fueron
completamente eliminadas mediante el lavado con KSCN y se consideran de

baja afinidad.
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“La mente es igual a un paracaidas, solo funciona si se abre” Albert Einstein



DISCUSION

1. Primera parte

1.a. Modelo experimental

El desarrollo de un modelo experimental animal es una de las mejores
herramientas para el estudio de enfermedades humanas. Hasta hace poco, no
se contaba con un modelo animal reproducible de SGB. En |la década de los 70
se reportaron los primeros indicios de una neuropatia motora inducida por la
inmunizacién con GM1 (Nagai et al. 1976). En la década de los 90 se observd
gue la inmunizacién de conejos con GM1 generaba una neuropatia subclinica
con alteraciones electrofisioldgicas leves y anticuerpos I1gG anti-GM1 (Thomas et
al. 1991). En nuestro laboratorio, a principios de 2000 tampoco fue posible
reproducir el modelo de Nagai, aunque los animales generaron una repuesta de
anticuerpos 1gG anti-GM1 con cambio de isotipo, maduracién de la afinidad y
diversidad de especificidad fina (Lopez et al. 2002b). No fue hasta 2001 que se
logré establecer un modelo en conejos clinicamente similar al subtipo AMAN
(Yuki et al. 2001). Este modelo empled un protocolo de inmunizacion levemente

diferente al descripto por Nagai al utilizar KLH como carrier.

En el presente trabajo, se reprodujo y caracterizd este modelo
experimental inmunizando conejos con KLH y BBG. Como resultado se observa
que el 100% de los animales desarrolla una neuropatia paralizante, exhibiendo
un grado variable de severidad clinica (Tabla 2). Al evaluar el suero de estos
animales se detectd, por TLC-I, la presencia de anticuerpos anti-ganglidsidos
capaces de reconocer GAl, GM1 y GD1b pero no GDla y GT1lb (Figura 15).
Ademds, mediante ELISA, se observo un titulo elevado de anticuerpos anti-GM1

de ambos isotipos (Figura 14).
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Las primeras dificultades surgidas al intentar establecer un modelo
experimental, se deben en parte a que los gangliésidos son pobremente
inmunogénicos. Estas moléculas no sélo son auto-antigenos, los cuales son
inmunolégicamente tolerados en un mayor o menor grado (Bowes et al. 2002;
Mackay y Rose 2013), sino que ademas tradicionalmente se consideran
antigenos T-independientes. Es decir que no serian reconocidos por los
linfocitos T, quienes por lo tanto no podria colaborar en la maduracién de la

respuesta inmune (Freimer et al. 1993).

A pesar de la naturaleza auto-antigénica de los ganglidsidos, en el suero
pre-inmune de conejos (y humanos) se detectan anticuerpos de isotipo IgM
anti-gangliésidos (Figura 12). Estos anticuerpos son de baja afinidad y reconocen
el epitope Gal(B1-3)GalNAc, y por lo tanto son capaces de reconocer a GM1,
GA1l y GD1b (Mizutamari et al. 1994; Lopez et al. 2002b). Sin embargo no
poseen capacidad de fijar complemento mediado por GM1 (Mizutamari et al.
1998). Estos anticuerpos IgM anti-GM1 se denominan NOAbs y se generan
luego del nacimiento como consecuencia de la respuesta inmune a bacterias
especificas aun no identificadas que colonizan el tracto gastrointestinal (Alaniz

et al. 2004).

En el presente trabajo observamos que la inmunizaciéon con una mezcla
de gangliésidos y AFC incrementa la abundancia de anticuerpos IgM, pero no se
produce el cambio de clase hacia IgG (Figura 17). Ademds, los titulos de
anticuerpos anti-GM1 generados son tan bajos que incluso no pueden ser
medidos mediante ELISA. Los conejos inmunizados siguiendo este protocolo no
muestran ninguna reduccion del peso (Figura 16) ni la presencia de signos
clinicos de neuropatia. Si bien los linfocitos productores de NOAbs anti-GM1 son
capaces de ser estimulados por BBG, esta estimulacion no es suficiente como

para producir una neuropatia.
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Se han evaluado diferentes enfoques para aumentar la inmunogenicidad
de los gangliésidos (Estevez et al. 1999), dentro de los cuales se incluye el uso
de proteinas carrier capaces de unirse mediante enlaces no covalentes. Como
no se aplica ninguna modificacion quimica, la estructura antigénica completa
del ganglidsido se mantiene sin cambios, aumentando la probabilidad de éxito
de la inmunizacion (Tomasi et al. 1980; Livingston 1995). La presencia de la
proteina carrier estimula la respuesta de células B anti-gangliésidos, incluyendo
el proceso de cambio de clase dependiente de células T y la maduracion de la
afinidad (Livingston 1995). En la actualidad, una de las proteinas carrier mas
utilizadas es BSA, la cual posee en su estructura bolsillos hidrofébicos en donde
los ganglidsidos podrian insertar sus colas de ceramida exponiendo la porcion

hidrofilica (Tomasi et al. 1980).

Efectivamente, al utilizar como inmundégeno una emulsion de
ganglidsidos y BSAm como carrier (BSAm/BBG) se estimula la generacion de una
respuesta mas elaborada. La misma se caracterizd no sélo por el incremento de
los anticuerpos anti-gangliésidos de isotipo IgM, sino también por la aparicidon
de anticuerpos de isotipo 1gG correspondientes a las mismas especificidades
(Figura 20). Ademas, los titulos de anticuerpos anti-GM1 de ambos isotipos
pudieron ser determinados mediante ELISA, aunque son relativamente bajos

comparados con los titulos de los animales del grupo KLH/BBG (Figuras 19y 14).

Al evaluar los pesos de los animales de este grupo, se observd una
reduccion que en promedio fue del 13% (Figura 18), aunque no fue posible
asociarla a una neuropatia. Es decir que ninguno de los animales del grupo
experimenté temblores, debilidad muscular o paralisis en sus miembros y no fue

posible asignarles un grado de severidad clinica.

Estos resultados nos indican que, aunque la presencia de BSAm como
proteina carrier de los ganglidsidos genera una repuesta de anticuerpos de

isotipo 1gG, esta no es suficiente como para desencadenar la neuropatia.
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Trabajos previos en los que se intentd desarrollar la enfermedad en conejos
mediante inmunizacién con BSAm y BBG obtuvieron resultados similares (Lopez
et al. 2002b). En estos conejos se observd que los anticuerpos producidos
mediante este protocolo de inmunizacién son de baja afinidad, en comparacion

con aquellos encontrados en pacientes.

Si bien hasta el presente se ha descripto una gran cantidad de
asociaciones entre anticuerpos anti-gangliésidos y sindromes neurolégicos, el
papel de estos anticuerpos en pacientes aun sigue siendo controversial. Es decir,
los anticuerpos podrian surgir como una consecuencia del dafio neuroldgico o
por el contrario constituir la causa de la patologia. Se ha propuesto que, para
demostrar el origen autoinmune de una enfermedad deben existir evidencias
directas, indirectas y circunstanciales. Como evidencias directas se considera la
transferencia pasiva de la enfermedad con anticuerpos del paciente o el efecto
citotéxico de los mismos sobre las células blanco del ataque auto-inmune. Entre
las evidencias indirectas se considera la reproduccion de la enfermedad
mediante inmunizacion con el antigeno. Finalmente, como evidencia
circunstancial se evalia la respuesta favorable del paciente a una terapia
inmuno-modulatoria (Rose y Bona 1993). Si bien los resultados encontrados en
la bibliografia presentan una amplia divergencia, podemos hacer mencién a

algunas evidencias encontradas.

Con relacion a la evidencia directa, Santoro et al en 1992 demostraron
qgue la inyeccion intraneural del suero de un paciente con la enfermedad de la
motoneurona (que presentaba altos titulos de anticuerpos IgM anti-GM1) en
nervio cidtico de rata produce el bloqueo en la conduccién nerviosa motora.
Ademas, dicho bloqueo no se produce si el suero es previamente pasado por
una columna de afinidad con GM1, lo que sugiere que los anticuerpos anti-GM1
son los responsables de las alteraciones de la conduccién nerviosa (Santoro et

al. 1992). Ademas, una neuropatia mixta (desmielinizante-axonal) suave puede
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ser inducida en ratones con un hibridoma secretor de anticuerpos anti-GD1a y
GT1b (Sheikh et al. 2004). Con respecto a las evidencias circunstanciales, se sabe
que la velocidad de recuperacién de pacientes con SGB puede ser acelerada
mediante administracién de inmunoglobulinas intravenosas (IVIg) en altas dosis,

plasmaféresis y en algunos casos administracién de corticoides (Misawa 2015).

Finalmente, como evidencia indirecta, ha sido posible generar una
neuropatia periférica en animales mediante inmunizacién con glicolipidos o LOS.
El modelo de SGB axonal pudo generarse por inmunizacién de conejos con LOS
de C. jejuni portadores de estructuras similares a GM1 (Yuki et al. 2004;
Caporale et al. 2006), con GM1 o con LPS de C. jejuni de pacientes con la
enfermedad (Yuki et al. 2001; Yuki et al. 2004; Susuki et al. 2007). Por otro lado,
la inmunizacidn con ganglidsidos particulares es capaz de inducir distintos
subtipos del SGB en conejos. La inmunizacién con GD1b induce una neuropatia
similar a AMSAN, en la cual se encuentran frecuentemente anticuerpos anti este
gangliésido (Kusunoki et al. 1996). En cambio la inmunizacién con GM1 produce
una neuropatia aguda periférica histolégicamente similar a AMAN (Yuki et al.

2001; Susuki et al. 2003; Moyano et al. 2008).

En el presente trabajo no sélo se logrd reproducir la neuropatia en
animales sino que ademas se observo una clara asociacion entre la aparicion de
los anticuerpos IgG anti-gangliosidos y la aparicion de los primeros signos de la
neuropatia en los animales (Figura 35). Dicha asociacién también se observé al
confrontar el perfil de titulos anti-GM1 de isotipo 1gG. A pesar de que cada
animal enfermé a distintas semanas post-inmunizacién, en la mayoria de los
casos el titulo mdximo de anticuerpos precede al momento en que se

comienzan a observar signos clinicos.
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1.b. Funcion de KLH

A diferencia de los grupos inmunizados con BBG o BSAm/BBG, el grupo
de animales inmunizados con KLH/BBG desarrollé la neuropatia. Se evidencia
entonces, que el factor clave es la presencia y/o naturaleza de la proteina
carrier en el sistema (Tabla 5). Si bien se podria considerar a KLH simplemente
como una proteina carrier con un poder inmunogénico mayor al de BSAm, al

evaluar los resultados detallados a continuacidn se consideraron otras opciones.

Luego de inmunizar conejos con una emulsidon que sélo contenia KLH y
AFC, los animales no mostraron reduccién del peso corporal (Figura 21) ni
tampoco signos de neuropatia a lo largo del experimento. Llamativamente, al
evaluar los anticuerpos anti-gangliésidos en suero se detecté un incremento de
aquellos de isotipo IgM (principalmente anti-GA1) y la aparicién de anticuerpos
anti-GA1 de isotipo IgG (Figura 22). Si bien mediante TLC-l se observan
reactividades de anticuerpos anti-ganglidsidos de ambos isotipos (Figura 22), no

fue posible determinar mediante ELISA el titulo de los sueros anti-GM1.

Los glicoconjugados (glicoproteinas y glicolipidos) pueden compartir
estructuras glucidicas. El hallazgo de que la inmunizacién con una proteina
desencadena una respuesta inmune capaz de reconocer ganglidsidos sugiere
gue KLH posee una estructura que estaria presente también en el gangliésido

GA1 (Figura 37).

1.c. KLH

KLH es una proteina de gran peso molecular que se obtiene de la linfa de
un molusco marino (Megathura crenulata). Alrededor de 40 anos atrds se
observd que esta proteina poseia notables propiedades inmuno-estimulantes.

La misma estimula tanto la respuesta inmune humoral como celular, y
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curiosamente, en personas no inmunizadas con KLH se encuentran anticuerpos

IgM e IgG con avidez por la misma (Hersh y Dyre 1974; Burke et al. 1977).

Esta conformada por dos isoformas oligoméricas independientes
denominadas KLH1 (390 kDa) y KLH2 (360 kDa), las cuales estan constituidas a
su vez por 8 subunidades distintas denominadas unidades funcionales (FUs:
abcdefgh). A nivel de la estructura cuaternaria, KLH1 forma didecameros
cilindricos, mientras que KLH2 existe como una mezcla de didecameros y
decameros multiples tubulares, lo que conduce a masas moleculares de
aproximadamente ocho millones de Daltons para cada didecamero . La
proporcién de ambas isoformas depende de muchos factores, algunos estudios
han demostrado, por ejemplo, que los animales cautivos en acuarios de agua

salada lentamente pierden la mayor parte o todo su KLH1 (Harris y Markl 1999).

Por otro lado, los carbohidratos tienen una importancia primordial en la
antigenicidad de la molécula (Harris y Markl 1999; Oyelaran y Gildersleeve
2010). El contenido total de carbohidratos en KLH constituye alrededor del 4%
de la masa molecular de la misma (Vliegenthart et al. 1990). La fraccién
glucidica es considerada la principal responsable de la respuesta inmunolégica
generada contra KLH (Oyelaran y Gildersleeve 2010). Sin embargo, la estructura
cuaternaria de la molécula nativa también es indispensable al crear un andamio
sobre el cual multiples epitopes de carbohidratos quedan disponibles para el
sistema inmune. Una separacidn estérica 6ptima de residuos de azucar podria
potenciar la fuerte estimulacion de la respuesta observada tanto in vivo como in

vitro (Harris y Markl 1999).

En el presente trabajo observamos que, efectivamente, la mayor parte de
la respuesta de anticuerpos (aproximadamente el 75%) esta dirigida a epitopes
de hidratos de carbono (Figura 24). Resultados similares se observan al evaluar,
mediante ELISA, sueros de seres humanos inmunizados con KLH. El tipo de

respuesta humoral varia de acuerdo al individuo, algunos la centran en un
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pequefio subconjunto de los hidratos de carbono, mientras que otros individuos
la generan hacia una multitud de epitopes de carbohidratos, asemejandose a un

efecto inmuno-estimulador general (Oyelaran y Gildersleeve 2010).

La presencia de N- y O-glicanos en KLH ha sido evaluada en la bibliografia
mediante el uso de lectinas y MALDI-TOF-MS. Se ha descripto que en la
subunidad KLH1, solo una FU no posee carbohidratos mientras que el resto
posee N-glicanos. En el caso de la subunidad KLH2, todas las FUs posen N-
glicanos a excepcidon de la FU2c. En esta subunidad se ha detectado el
determinante Gal(B1-3)GalNAc, tipico de O-glicanos (Wirguin et al. 1995; Harris
y Markl 1999; Kurokawa et al. 2002). Este determinante conformado por dos
azUcares se encuentra presente también en la porcién glucidica terminal de
algunos gangliésidos (GM1, GA1, GD1b), y su presencia en KLH fue confirmada
en el presente trabajo mediante el uso de PNA en ELISA (Figura 25). Su
existencia indica que esta estructura podria ser responsable de la generacion de

una poblacién de anticuerpos que también reconozca ganglidsidos (Figura 37).

La proteina KLH ha sido extensamente utilizada en el tratamiento de
carcinomas. Su poder inmunoterapéutico se atribuye a la estimulaciéon de una
respuesta combinada tanto especifica como no especifica. In vivo esta proteina
induce una respuesta caracterizada por la produccién de un anticuerpo
protector que reconoce al antigeno T (también conocido como determinante
Gal(B1-3)GalNAc) y la respuesta de células T citotdxicas. En nuestro modelo
experimental, KLH podria comportarse de forma similar, estimulando una

respuesta del sistema inmune especifica anti-gangliésidos.

La inmunizacién con KLH genera rapidamente elevados titulos de
anticuerpos de ambos isotipos con valores de alrededor de 1000 UA para IgM y
300000 UA para IgG (Figura 23). Este rapido incremento de los titulos anti-KLH

ha sido relacionado con la pre-existencia de una poblacion de células B de
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memoria, resultado de la estimulacidn previa por la reaccién cruzada de un

epitope proteico o glucidico desconocido (Burke et al. 1977).

La presencia de anticuerpos anti-KLH de isotipo IgM en el suero de
conejos pre-inmunes también se detecta mediante ELISA (Figura 23). La
existencia de estos anticuerpos se asemeja a la presencia de anticuerpos anti-
gangliésidos en el suero de seres humanos sanos y conejos pre-inmunes. En el
suero pre-inmune, los anticuerpos anti-gangliésidos y parte de los anticuerpos
anti-KLH, presentes reconocen el determinante Gal(B1-3)GalNAc. Para ambos
anticuerpos ha sido propuesto un mismo origen basado en la estimulacién de la
respuesta inmune por parte de bacterias entéricas aun no identificadas (Burke
et al. 1977; Alaniz et al. 2004). En base a estas similitudes, cabe la posibilidad de
gue ambas poblaciones de anticuerpos sean, al menos en parte, una misma

poblacidn con reactividad cruzada por KLH o GA1.

La inmunizacién con KLH es capaz de estimular a los linfocitos
productores de anticuerpos anti-GA1 (Figura 22) y la totalidad de los
anticuerpos producidos poseen reactividad cruzada con KLH (Figura 28.1). Un
efecto similar se observa al estudiar el efecto inmunoterapéutico de KLH en el
tratamiento de carcinomas y la generacién de anticuerpos anti-antigeno T

(Wirguin et al. 1995).

Al evaluar los anticuerpos anti-ganglidsidos presentes en los conejos
enfermos (KLH/BBG) y en aquellos inmunizados solo con KLH, se observa un
porcentaje de reactividad cruzada diferente. Mientras que en este ultimo grupo
el porcentaje es del 100%, en animales inmunizados con KLH/BBG el porcentaje
de reactividad cruzada es de alrededor de 60% en promedio (Figura 28.1l y

Figura 29).

Por otro lado, el porcentaje de reactividad cruzada varia en cada animal
evaluado (Grupo KLH/BBG), sin embargo, en todos los casos comienza siendo
elevado y luego disminuye a medida que aumenta el tiempo post-inmunizacién
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(Figura 30). En otras palabras, 4 semanas luego de la inmunizacién, un alto
porcentaje de los anticuerpos anti-ganglidésidos son capaces de reconocer KLH,
es decir que reconocen estructuras compartidas por ambas moléculas. Sin
embargo con el paso del tiempo, en la semana 8 luego de |la inmunizacién, un
bajo porcentaje de los anticuerpos conserva esta caracteristica. Es decir, los
anticuerpos anti-ganglidsidos reconocen estructuras que estan presentes en los
ganglidsidos pero no en KLH, como podrian ser los acidos sialicos, cuya ausencia

en KLH ha sido comprobada (Wirguin et al. 1995).

Si  consideramos que las mutaciones acumuladas durante Ia
hipermutaciéon somatica modifican la especificidad de los anticuerpos, ambas
poblaciones (anticuerpos anti-KLH y anti-ganglidsios) podrian ser producidos por
los mismos linfocitos. Nuestra interpretacion de los resultados propone que al
momento de la inmunizacién, los anticuerpos reconocen los azucares terminales
compartidos entre KLH y GA1 (Gal(B1-3)GalNAc). Sin embargo, a medida que los
linfocitos B sufren hipermutacidon somatica, las regiones determinantes de la
complementariedad podrian sufrir mutaciones que introduzcan cambios en la
region de la molécula reconocida. Esto produciria en consecuencia un cambio

de especificidad. En este punto existen tres posibilidades:

I) Los anticuerpos podrian comenzar a reconocer estructuras

caracteristicas de los gangliésidos que no se encuentran presentes en KLH.

II) La region de unién de los anticuerpos podria comenzar a reconocer
estructuras caracteristicas de KLH que no se encuentran presentes en

gangliésidos.

l1l) Los anticuerpos podrian seguir reconociendo estructuras compartidas

por KLH y ganglidsidos.

En el momento en que las estructuras reconocidas son lo

suficientemente diferentes (es decir las situaciones | y 1l), los anticuerpos
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podrian llegar a perder la reactividad cruzada y su especificidad fina ahora
estaria dirigida sélo hacia ganglidsidos o sélo hacia KLH. En el caso numero lll, la
reactividad cruzada se conservaria. Un fendmeno similar ha sido descripto al
estudiar en detalle los cambios de especificidad sufridos en los anticuerpos
presentes en pacientes con neuropatias. A este proceso se le ha denominado

expansion del sitio de union (Lopez et al. 2002a).

\ 4

-
| |
Ceramida Ceramida Ceramida
GA1l GM1 GD1b

. Gle ' Gal . GalNAc 7 NeuNAc n Ac

Figura 37. Representacion esquematica de la reactividad cruzada de anticuerpos con
gangliésidos-KLH
Se esquematiza la zona de interaccidn antigeno-anticuerpo (Rojo), de forma que es

posible observar la reactividad cruzada ganglidésidos-KLH. Referencias: Glc: Glucosa,
Gal: Galactosa, GalNAc: N-acetil-galactosamina, NeuNac: Acido sialico. Ac: Sitio de
union del anticuerpo.

Asimismo, este cambio de especificidad de los anticuerpos anti-
ganglidsidos detectado en los animales KLH/BBG exhibié una clara asociacidon
cronoldgica con el momento en que los animales comienzan a presentar signos
de neuropatia (Tabla 3). Este resultado enfatiza la importancia de la

especificidad de los anticuerpos asociados a neuropatias.
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1.d. BSAm y KLH

La sumatoria de los antecedentes y resultados obtenidos mediante la
inmunizacién con BBG o con KLH y BBG en emulsiones separadas (Grupo
KLH+BBG) indica que los ganglidsidos requieren la presencia de una proteina
carrier en la emulsidn para resultar inmunogénicos (Tabla 5). En ambos casos, la
respuesta inmune es predominantemente de isotipo IgM y no se observa
ningun signo clinico de enfermedad. Paralelamente, la inmunizacidon con
gangliésidos y BSAm genera anticuerpos IgG con titulos bajos, también
incapaces de desencadenar una neuropatia. Este ultimo resultado podria
llevarnos a pensar que BSAm resulta poco eficiente como proteina carrier. Sin
embargo, cuando al Grupo BSAm/BBG le sumamos una inmunizacién con KLH
en otro punto (BSAm/BBG+KLH) la situacion se revierte y todos los animales
desarrollan una neuropatia similar al grupo BBG/KLH (Tabla 4 y 5). Este
resultado indica que, aunque BSAm es una proteina carrier eficiente, su
presencia no es suficiente para la generacién de anticuerpos capaces de generar
la neuropatia. Es decir que se requiere paralelamente un componente inmuno-
estimulador especifico. La proteina BSAm no posee carbohidratos y no une a la
lectina PNA (Figura 27), por lo que no posee el efecto inmuno-estimulador
especifico de KLH. Estos resultados nos sugieren que, mediante la inmunizacion
con BSAm/BBG se genera una respuesta Inmune que, si bien presenta cambio
de isotipo, la misma no es suficiente para dar lugar a la neuropatia.
Probablemente esto se deba a que BSAm no permite el proceso de expansion

del sitio de unién del anticuerpo y la modificacidn de la especificidad fina.

Por otro lado, la inmunizacion con KLH produce rapidamente titulos
extremadamente elevados, del orden de 30000 UA luego de 2 semanas de
inmunizacién y alcanza maximos de hasta 500000 UA para IgG (Figura 23).
Sabiendo que el 75% de esa respuesta inmune estd dirigida contra glicanos

(Figura 24), podemos suponer que cierto porcentaje (algunas poblaciones) de
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esos anticuerpos también tendra la capacidad de reconocer ganglidsidos. En
otras palabras, KLH estimula la activacién de linfocitos anti-gangliésidos y por lo
tanto podria estimular mutaciones del sitio de uniéon de los anticuerpos. La
inmunizacidén conjunta con ganglidsidos direcciona la expansion del sitio de
unién de los anticuerpos modificando la especificidad fina de los mismos. Es
importante destacar ademas que en nuestro modelo experimental la respuesta
anti-KLH ocurre anticipadamente a la respuesta anti-ganglidsidos (anticuerpos
detectados a la semana 2 vs titulos detectados en la semana 4-6). Ademas, se
ha observado que ratones inmunizados con C. jejuni son capaces de generar
anticuerpos anti-GM1 sdlo si previamente fueron sensibilizados con KLH
(Wirguin et al. 1997). En base a lo observado, se sugiere que el papel
fundamental de KLH como estimulador especifico es requerido al comienzo de
la respuesta inmune, sin necesidad de encontrarse en contacto con los

gangliésidos de la emulsion.

Para que una proteina cumpla la funcidn de carrier debe ser administrada
en la misma emulsiéon que BBG. Sin embargo, para desempefiar el papel de
inmuno-estimulador especifico esta condicidn no seria necesaria. Esto se
evidencia al observar que ningin animal del grupo BSAm/BBG enfermo, pero en
contraste, todos los animales del grupo BSAm/BBG+KLH si lo hicieron. En
conclusiéon, podemos afirmar que en base a los seis protocolos de inmunizacién
descriptos en la tabla 5, existen al menos dos elementos indispensables para la

generacién de anticuerpos capaces de desencadenar la neuropatia.

En primer lugar, es necesaria la presencia de una proteina carrier, la cual
facilite la presentacién de antigenos a las CPA produciendo la estimulacion del
sistema inmune. Ademas, los gangliésidos se adsorben rapidamente a las
membranas por lo que, probablemente, la asociacién con una proteina carrier
prolongue el tiempo de circulacidn y por lo tanto aumente la interaccidn con el

sistema inmune (Aureli et al. 2015).
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Podemos asumir que, tanto KLH como BSAm desempefian
eficientemente la funciéon de proteina carrier. Esta afirmacién se basa en el
hecho de que tanto los animales inmunizados con KLH/BBG (en los que KLH es
el carrier) como los animales inmunizados con BSAm/BBG+KLH (en los que

BSAm es el carrier) desarrollan la neuropatia (Tabla 5).

1  KLH/BBG - + +
2 BBG - - -
3 BSAmM/BBG - +/- .
4 KLH - - -
5 KLH BBG - -
6 BSAmM/BBG KLH + +

Tabla 5. Resumen de tratamientos

Se resumen los experimentos realizados (enumerados del 1 al 6) indicando el/los
inmundgenos utilizados en cada caso (sitio 1 y/o 2). Para expresar la intensidad del
titulo de Ac anti-GM1 determinados mediante ELISA se utilizaron las siguientes
referencias: - no detectado, +/- moderado, + abundante. Los signos clinicos de la
neuropatia se expresan como presentes (+) o ausentes (-).

En segundo lugar, consideramos que la presencia de KLH es
imprescindible, debido a que cumple de alguna forma un papel de inmuno-
estimulador especifico. Esto se evidencia al comparar los protocolos de
inmunizacién 3 y 6 de la Tabla 5, en la que sélo los animales inmunizados con

KLH desarrollan la enfermedad.

Ademas, este rol puede ser desempefiado de forma remota, es decir, no
es necesario que KLH y los gangliésidos se encuentren en contacto en la misma
emulsion, ya que los animales del grupo BSAm/BBG+KLH, en el cual KLH se
administra separadamente desarrollan la neuropatia de forma similar a aquellos

que componen el grupo KLH/BBG.
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2. Segunda parte

2.a. Factor de susceptibilidad a la neuropatia en el modelo experimental

El SGB es considerado un trastorno post-infeccioso. Dos tercios de los
pacientes reportan sintomas de una infecciéon del tracto respiratorio o
gastrointestinal antes del inicio de la neuropatia, siendo C. jejuni responsable de
al menos un tercio de estas infecciones (Young et al. 2007; Yuki 2007b; van den
Berg et al. 2014). El mimetismo molecular propone que la respuesta inmune
producida contra LOS presentes en esta bacteria (portadores de la estructura
simil GM1) genera una respuesta cruzada contra los gangliésidos de los nervios
periféricos. Sin embargo, la infeccidon con C. jejuni es una de las causas mas
frecuentes de diarrea aguda en el mundo (1000 casos por cada 100000)
mientras que el SGB tiene una incidencia 1000 veces menor (sélo 1,11 de cada
100000) (Nachamkin et al. 1999). De cada 1000 casos de infecciones con C.
jejuni s6lo 1 desarrolla SGB. Algunas cepas claramente tienen un riesgo
incrementado de inducir SGB comparado con otras cepas, sin embargo incluso
el riesgo de desarrollar SGB luego de la infecciéon con el serotipo mas
frecuentemente asociado a la neuropatia resulta de sélo 1 de cada 158
infecciones (Allos 1997). Por lo tanto, el mimetismo molecular es un factor
necesario pero no suficiente para explicar el origen de los anticuerpos anti-
gangliésidos en el SGB. Diversos autores sefialan la existencia de un factor
intrinseco en cada individuo que le brinda susceptibilidad o predisposicion a
desarrollar la neuropatia (Nachamkin et al. 1999; Yuki 2007b; Rinaldi 2013). Una
amplia variedad de trabajos han intentado establecer, sin éxito, en qué se basa
esta predisposicion o también denominado “factor de susceptibilidad del

huésped” (Ma et al. 1998; van Belkum et al. 2001; Geleijns et al. 2004).

Como se menciond anteriormente, en el presente trabajo se observé que

si bien los conejos son inmunizados en un mismo momento mediante el mismo
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protocolo, cada animal enferma en distintos momentos entre la semana 4y 11
post-inmunizacion (Tablas 3 y 4). Es decir, algunos enfermaron de forma
temprana y otros de forma tardia. Ademas, el momento en que se observa la
aparicion de los signos clinicos coincide generalmente con el tiempo en que se
incrementan/aparecen los anticuerpos anti-ganglidsidos de isotipo IgG (Figura
35). Esta correlacion por un lado subraya la importancia de los anticuerpos anti-
ganglidsidos en el comienzo/desarrollo de la neuropatia. Por el otro lado, indica
gue existe una predisposicidon en cada individuo, la cual condiciona un comienzo
temprano o tardio de la enfermedad ante un mismo estimulo (inmundgeno

KLH/BBG).

2.b. Hipétesis de la deriva y factor de susceptibilidad

Como se detalldé en la introduccion, la hipétesis de la “deriva del sitio de
union” se basa en tres hechos, en primer lugar los clones de células B capaces
de reconocer GM1 con alta afinidad no estan presentes en los individuos sanos
(Lopez et al. 2001). En segundo lugar, dentro del repertorio normal de
anticuerpos IgM anti-bacterianos se encuentran algunas poblaciones de baja
afinidad que tienen reactividad cruzada con GM1 (también denominados
NOAbs) (Mizutamari et al. 1994; Alaniz et al. 2004). Finalmente, los anticuerpos
considerados patogénicos tienen una afinidad incrementada por GM1, y
muestran una variabilidad restringida en la especificidad fina (Lopez et al. 2001;
Comin et al. 2006). Es decir, cada paciente presenta sélo una o dos poblaciones
de anticuerpos que reconocen diferentes areas del oligosacarido de GM1

(Lardone et al. 2016).

La hipdtesis propone que los clones de células B presentes en los
pacientes se originan a partir de células B normales mediante mutaciones al

azar que modifican el sitio de unién de los anticuerpos anti-GM1 (Lopez et al.
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2002a). A estos linfocitos (que reconocen GM1 con baja afinidad) se los
denomind “linfocitos traicioneros” (esquemdticamente representado en la
Figura 38). Se les asigné este nombre debido a que son linfocitos que,
potencialmente, pueden producir auto-anticuerpos peligrosos luego de sufrir
mutaciones en sus genes V (Nores et al. 2008). Este concepto se basa en la
evidencia de que mutaciones puntuales en el sitio de unidn de proteinas que
unen carbohidratos pueden cambiar la afinidad o especificidad por su ligando
glucidico, como se observa en la generacion de grupo sanguineo B (Kiefer et al.
2001), la especificidad alterada de una lectina (Cunningham et al. 2016) y el
aumento de la afinidad del fragmento Fab de un anticuerpo anti-GA1 (Madi et

al. 2012).

Sélo si las mutaciones sufridas por los NOAbs favorecen la interaccidn
con GM1 propio o exégeno (determinante portado por C. jejuni), se produciria
la expansion de los clones y, posiblemente, la maduracion de la afinidad. Debido
a la similitud con el fendmeno bioldgico de “deriva génica”, se propuso
denominar a este proceso “deriva del sitio de unién”, el mismo se esquematiza
en la Figura 38. Como sdlo los individuos que posean linfocitos en los que
hubiera ocurrido la “deriva” seran capaces de producir anticuerpos asociados a
neuropatia, esta caracteristica puede considerarse el “factor de susceptibilidad

del huésped” (Nores et al. 2008).

Teniendo en cuenta que los anticuerpos asociados a neuropatias tendrian
su origen en los NOAbs presentes en suero pre-inmune, y que algunos animales
desarrollan la neuropatia de forma temprana o tardia, se decidié evaluar la
afinidad de los anticuerpos de isotipo IgM anti-ganglidsidos en el suero pre-
inmune. Los anticuerpos que reconocen GM1, GD1b y parte de los que
reconocen GAl son de baja afinidad. Sin embargo, fue posible detectar
anticuerpos IgM anti-GA1 de alta afinidad presente en todos los conejos,

observdandose que aquellos que enferman temprano poseen un mayor
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porcentaje (80%) comparado con el grupo que enferma de forma tardia (25%)

(Figura 36).
Inmunégeno  Estado clinico
Linfocito B
“traicionero” Normal
BCR anti-GM1 o
de baja afinidad Gangligsida
C ioiuni
KLH
l GangliGsido SGB
experimental
_ Linfocito B _
' “derivado”
BCR anti-GM1 SGB
de alta afinidad GangliGsido
a
C ieiuni

Al menos en

Figura 38. Esquema general
del desencadenamiento de
la neuropatia

Distintos inmundégenos
pueden desencadenar o no

una neuropatia en base a la

presencia/ausencia del
“linfocito derivado”.
Algunos inmundgenos

como KLH/BBG estimulan la
deriva de los linfocitos por
100% de los
animales enferma. Algunos

lo que el
individuos poseen
azarosamente este
“linfocito derivado” por lo
gue son susceptibles de
desarrollar la neuropatia al
infectarse con C. jejuni.
(Adaptado de Nores et al,

2008).

este modelo experimental, podemos considerar que

aquellos animales a los que les insume menor tiempo en desarrollar la

enfermedad son mas susceptibles que aquellos que enferman de forma tardia.

En consecuencia, el factor de susceptibilidad a desarrollar la neuropatia puede

estar relacionado a la afinidad de los NOAbs presentes en el suero pre-inmune.

Es decir, los linfocitos de algunos animales han comenzado el proceso de deriva

(incremento al azar la afinidad de los anticuerpos por GA1) antes de haber sido

inmunizados. Por tal motivo, tedricamente el tiempo requerido para que el
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animal enferme se reduce con respecto a aquel en el que sus linfocitos no

hubieran comenzado la deriva.

En contraste con la baja incidencia del SGB (el cual puede estar asociado
a una baja frecuencia de deriva o a un mecanismo eficiente de regulacion), la
inmunizacién de conejos con KLH/BBG produce al desarrollo de la enfermedad
en el 100% de los animales. Nuestra interpretacion de los resultados se
encuentra resumida en la Figura 38. La inmunizacidon con ganglidsidos en un
animal que posee linfocitos sin derivar genera soélo anticuerpos de baja afinidad
sin una neuropatia asociada. Por otro lado, la misma inmunizacién en un
individuo que posea linfocitos derivados, desencadenard la produccién de
anticuerpos de alta afinidad y la enfermedad. Sin embargo, la repuesta
producida por la inmunizacion con KLH/BBG es independiente del estado inicial
de los linfocitos productores de anticuerpos anti-gangliésidos (“traicionero” o
“derivado”) ya que la presencia de KLH como factor estimulante especifico
(discutido en el apartado anterior) promueve el proceso de deriva, requiriendo

mayor o menor tiempo pero finalmente generando la neuropatia.

3. Conclusiones

A modo de conclusién, podemos afirmar que al menos en parte, la
eficiencia de KLH como elemento inmuno-estimulador se encuentra asociada a
la presencia del determinante Gal(B1-3)GalNAc. El mismo es compartido por la
proteina KLH y los gangliésidos GA1, GM1 y GD1b (Figura 37) y es de gran
importancia en el origen de los anticuerpos asociados a neuropatias. Las

siguientes observaciones sustentan esta afirmacion:

1) Debido a que ninguno de los anticuerpos asociados a la neuropatia, ni

aquellos presentes en suero pre-inmune reconocen GDla o GT1b se
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deduce que la galactosa terminal (“cubierta” por un 4acido sidlico) es

importante para la unién de ambas poblaciones.

2) La inmunizacién solo con KLH estimula a los linfocitos que poseen la
capacidad de producir anticuerpos anti-GA1 y generar el cambio de

clase desde IgM a IgG.

3) En animales inmunizados con KLH/BBG que aun no exhiben la
neuropatia, se observa una elevada proporcién de anticuerpos anti-
gangliésidos (GA1, GM1 y GD1b), los cuales son capaces de reconocer
también a KLH. Sin embargo, poco antes de que aparezcan los signos
clinicos, la proporcidon de anticuerpos anti-gangliésidos que posee

esta propiedad disminuye.

4) En el suero pre-inmune de aquellos animales que enfermaron
tempranamente se detecté un elevado porcentaje (80%) de

anticuerpos anti-GA1 de alta afinidad.

La interpretacidn de estos resultados sefiala que la inmunizacién con KLH
es capaz de activar a aquellos linfocitos que reconocen una estructura similar a
GA1 (tratamiento 4 de la Tabla 5). El ganglidsido GA1 no es un antigeno propio,
por lo que no se encuentra bajo tolerancia inmunoldgica y el sistema inmune
tiene permitido generar una respuesta elaborada. Algunos de estos linfocitos
estimulados por KLH podrian mutar su BCR y mediante el proceso de deriva
cambiar su especificidad (linfocito "derivado", Figura 38). Como consecuencia,
los anticuerpos pasan a reconocer estructuras mas complejas como GM1/GD1b.
Estos linfocitos derivados ahora pueden ser estimulados por los gangliosidos
presentes en el inmundgeno, desencadenando la respuesta inmune asociada a
la neuropatia (tratamientos 1 y 6 de la Tabla 5). En ausencia de KLH, los
gangliésidos sélo son capaces de estimular a los linfocitos que producen
anticuerpos anti-gangliésidos de baja afinidad (tratamientos 2, 3y 5 de la Tabla
5).
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4. Direcciones futuras

1. El desarrollo y caracterizaciéon de un modelo experimental reproducible,
como el que se detalla en el presente trabajo abre las puertas, no solo al
estudio de los mecanismos implicados en el origen de la enfermedad, sino
también a la evaluacidon de terapias inmunolégicas. Una de las posibles
estrategias se relaciona al estudio de los anticuerpos anti-idiotipicos. El perfil
de recuperacion de pacientes ha sido asociado con la presencia de dicho
anticuerpos. El modelo experimental permitiria no sélo su estudio, sino
también el uso de los mismos como una terapia especifica para acelerar la

recuperacion de los pacientes.

2. Determinar la naturaleza del factor de susceptibilidad del huésped plantea,
al menos tedricamente, la posibilidad de predecir antes de la inmunizacién
gué animales enfermardan rdpidamente. Asimismo seria importante
determinar la presencia de estas poblaciones de anticuerpos anti-GA1 en

humanos.
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