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SINDROME LINFOPROLIFERATIVO LIGADO AL CROMOSOMA X, INFECCION POR EL VIRUS EBV

Y DEFECTOS EN LA REGULACION DE LA CITOTOXICIDAD LINFOCITARIA
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La deficiencia del gen SH2D1A que codifica para la proteina reguladora SAP trae aparejada la activa-
cion incontrolada de la via de activacion linfocitaria sefializada por SLAM (molécula sefialadora de la
activacion linfocitaria). Es una inmunodeficiencia ligada al cromosoma X (XLP) que se pone en evidencia cuando
los pacientes portadores de mutaciones en el gen se enfrentan con el virus de Epstein Barr, desarrollando una
mononucleosis infecciosa fulminante. Algunos pacientes desarrollan un sindrome linfoproliferativo fatal; los que
sobreviven pueden presentar hipogammaglobulinemia severa y mayor frecuencia de neoplasia hematoldgica que
la poblacion normal. En esta revision se discuten los mecanismos inmuno-regulatorios involucrados en el desarro-
llo de la patologia mencionada, asi como la participacion de diferentes células efectoras de la respuesta inmune
(linfocitos CD8 citotoxicos, células NK).

Resumen
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Abstract X-linked lymphoproliferative syndrome, EBV infection and impaired regulation of cell-mediated

cytotoxicity. Mutations in SH2D1A, a gene that codifies for the regulatory protein SAP, result in
uncontrolled activation of the SLAM (signaling lymphocyte-activation molecule) pathway. This X-linked
immunodeficiency becomes evident when the patients are infected with Epstein Barr virus (EBV) and develop a
fulminant form of infectious mononucleosis leading to a lymphoproliferative syndrome that is often fatal (X-linked
lymphoproliferative syndrome, XLP). In those who survive, hypogammaglobulinemia and oncohematologic diseases
are frequently observed. In this revision, the immuno-regulatory mechanisms involved in XLP immunopathology and

the role of different effector cells (CD8 T lymphocytes, NK cells) are discussed.
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El sindrome linfoproliferativo ligado al cromosoma X
(XLP) es una de las 6 inmunodeficiencias primarias liga-
das al cromosoma X. Se asocia a un defecto genético
poco frecuente que surge de mutaciones en el brazo
largo del cromosoma X, entre las regiones Xq24 y Xq26.
El XLP fue identificado como una nueva inmunode-
ficiencia primaria en 1969, y en 1975 Purtilo et al.* publi-
caron su descripcion bajo el nombre de enfermedad de
Duncan. La inmunodeficiencia resultante de la mutacion
en Xg25 se pone en evidencia cuando los portadores
del defecto se infectan con el virus de Epstein- Barr (EBV)
y su sistema inmune es incapaz de contener la prolifera-
cion de linfocitos B infectados y de controlar la respues-
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ta citotoxica de los linfocitos T masivamente activados
por la infeccién aguda por EBV?22. Los pacientes pueden
seguir tres formas clinicas. El fenotipo mas comuan?, en
el 71% de los casos, es el desarrollo de una mono-
nucleosis infecciosa severa y casi siempre fatal, con
hemofagocitosis generalizada o seguida de una enfer-
medad linfoproliferativa aguda. Otro 14% de los pacien-
tes desarrollan, mas tarde, un conjunto de enfermeda-
des linfoproliferativas extranodales, mono o policlonales,
semejantes a los encontrados en asociacion a la infec-
cion por EBV* en individuos normales y en pacientes
infectados por HIV®S. Por dltimo, el 15% de los casos
desarrollan una variedad de trastornos de las inmuno-
globulinas como hipogammaglobulinemia, deficiencia
selectiva de IgA o sindrome de hiper IgM. A menudo,
estos fenotipos se suceden en el tiempo (Fig. 1). La de-
terminacion de XLP y su caracterizacion son el resulta-
do de prolijas e inteligentes observaciones clinicas y
patoldgicas realizadas desde 1969 hasta 1975% por in-
vestigadores clinicos que llevaron a facilitar la identifica-
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cion posterior de los factores que intervienen en el con-
trol de la respuesta inmune contra EBV y en la regula-
cién de la activacion de los linfocitos T en general.

Recientemente se han descrito mutaciones similares
a las halladas en XLP en pacientes sin historia familiar
de XLP que presentan enfermedades graves asociadas
a la infeccion por EBV®” como la linfohistiocitosis
hemofagocitica esporadica (HLH). Asimismo, en algu-
nos pacientes con diagndstico de inmunodeficiencia co-
mun variable asociada al cromosoma X® (CVID) se han
observado las mismas alteraciones génicas, por lo que
se sugiere estudiar sistematicamente a los pacientes
varones con HLH y CVID para verificar si existen los
defectos génicos correspondientes.

Para entender qué fallas del sistema inmune de los
pacientes con XLP los hacen vulnerables frente al EBV,
es necesario analizar los mecanismos normales de con-
trol de la infeccion por EBV, la regulacién de la activa-
cion de la inmunidad celular y el papel de las células
citotoxicas natural killer (NK) en el conjunto de la res-
puesta contra EBV.

XLP e infeccién por EBV

El EBV es un virus oncogénico ubicuo perteneciente a la
familia de los herpes virus, que infecta a la mayoria de
los individuos sin causar mayores trastornos. En algu-
nas personas, luego de la infeccion se desarrolla
mononucleosis infecciosa (MI) cuyos sintomas ceden
cuando aparece la respuesta inmune especifica (anti-
cuerpos contra antigenos de EBV, células T citotoxicas)
(Fig. 2). El primer “blanco” de la infeccion por EBV esta
constituido por la mucosa epitelial. EI EBV replica en
células del epitelio orofaringeo y es liberado a la saliva,
principal via de transmision de la infeccion entre los indi-
viduos. A partir de la infeccion de los linfocitos B del ani-
llo de Waldeyer, las células B infectadas se diseminan

por todo el organismo. Tempranamente las células natu-
ral killer (NK) actian como barrera; luego se monta una
respuesta inmune finamente regulada que involucra la
expansiéon de linfocitos T CD4+, la liberacién de
citoquinas, y finalmente la sintesis de anticuerpos anti-
EBV de clase IgM e IgG y la generacion de una respues-
ta inmune celular con expansion de linfocitos T CD8+
especificos contra células B infectadas con EBV. De esta
manera se contiene la expansion de los clones B infec-
tados y se mantiene la homeostasis inmune® . En indivi-
duos inmunodeprimidos como los pacientes HIV+>1° o
los que reciben tratamiento inmunosupresor para la acep-
tacion de transplantes alogeneicos!t, la persistencia y
mayor frecuencia de linfocitos B EBV+ circulantes capa-
ces de dar origen a lineas linfocitarias inmortalizadas se
asocia a su estado de inmunodepresion y a la suscepti-
bilidad de desarrollar linfomas B*?, destacando el papel
de una adecuada regulacion del sistema inmune en la
contencion de la proliferacion de linfocitos B EBV+. La
generacion y mantenimiento de una respuesta citotoxica
especifica mediada por linfocitos CD8+ es uno de los
factores clave para evitar la expansion descontrolada de
los clones linfocitarios B EBV+, y para el manejo tera-
péutico de los linfomas B post transplante se ha propuesto
la transfusién de linfocitos CD8+ histoidénticos, activa-
dos previamente por enfrentamiento con linfocitos B EBV+
del receptor®.

El cuadro de MI fulminante que sucede a la infeccidn
por EBV en los pacientes con XLP, se caracteriza por
una respuesta inmune descontrolada contra el virus, con
su secuela de liberacion de citoquinas y activacion ma-
siva de las células T citotoxicas, que destruyen incluso a
células aledafias no infectadas. Pese a esto, la respues-
ta inmune resulta ineficaz tanto para contener la expan-
sién inicial de los clones linfocitarios B infectados, como
para lograr la maduracién de la respuesta inmune hu-
moral especifica con conversién de anticuerpos de cla-
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se IgM a IgG y el montaje de una adecuada respuesta de
tipo Th2. Las manifestaciones inmunopatolégicas durante
la etapa aguda derivan fundamentalmente del dafio cau-
sado al higado, la médula ésea y otros 6rganos por las
células T citotéxicas y por las citoquinas, especialmente
interferon g(IFNg) y el factor de necrosis tumoral (TNFa),
que son liberadas sin control*.

Regulacién de las vias de activacion de la
respuesta inmune que involucran los
sistemas SLAM-SAP y XLP

Las manifestaciones de desregulacion del sistema in-
mune caracteristicas de XLP, son compatibles con tras-
tornos en el control de un sistema de sefializacion
intracelular que ha cobrado gran importancia en los ulti-
mos afios: el sistema SLAM — SAP. SLAM es la abrevia-
tura de Signaling lymphocyte-activation molecule (molé-
cula sefaladora de la activacion linfocitaria), una protei-
na glicosilada trans membrana tipo | de 70KD pertene-
ciente a la subfamilia de CD2, que esta presente en la
superficie de los linfocitos B y T** y se considera impor-
tante en la estimulacién bidireccional de linfocitos T y
B5. La ligazon de SLAM en la superficie de los linfocitos
T de memoria provoca su proliferacion en ausencia de
otro estimulo y actia como co-activador en conjunto con
estimulos del receptor T (TCR) en los linfocitos T en re-
poso. Las sefales intracelulares desencadenadas por
SLAM llevan a la proliferacion celular, a la sintesis de
interferon g (IFNg) y a la activacion de la respuesta in-
mune celular de tipo Thl con liberacién de citoquinas
inflamatorias (Fig. 3). La accion de SLAM en conjunto
con estimulos linfocitarios B aumenta la proliferacion y
apoptosis de los linfocitos B y la produccion de IgM, IgA
e IgG. Por otra parte, se ha demostrado que el sistema

de activacion que involucra SLAM es importante en el
manejo de algunas infecciones bacterianas, como la le-
pra. En los pacientes con lepra tuberculoide, la expre-
sién celular de SLAM aumenta con el estimulo especifi-
co (Mycobacterium leprae) y en consecuencia hay ma-
yor secrecion de IFNg, que es uno de los productos de la
estimulacion de la via de sefializacion por SLAM. A su
vez, el suministro externo de IFNginduce el aumento de
la expresion de SLAM en los linfocitos T de pacientes
con lepra lepromatosa’®, lo que sugiere que la via de
sefalizacién desencadenada por SLAM puede ocupar
un importante lugar en la inmunidad mediada por célu-
las contra patégenos intracelulares'’.

Para tratar de estudiar los mecanismos de control de
la activacion por SLAM, se identificaron proteinas capa-
ces de unirse a SLAM y modificar su accion estimuladora.

Dentro de éstas se identifico tanto en el raton como
en el hombre una proteina llamada SAP: abreviatura de
SLAM-associated protein (proteina asociada a SLAM).
Esta proteina estd ausente o funcionalmente inactiva en
XLP. Tres grupos independientes de investigadores de-
mostraron que el gen defectuoso en los pacientes XLP
se localiza en la region Xg25, region que codifica para la
proteina de 128 aminoacidos denominada SH2D1A®8,
DSHP?® o SAP?. Las mutaciones en la regién varian en
los distintos individuos llevando a la delecion total de
SAP o a productos con fallas funcionales que los
inhabilitan como reguladores de SLAM?:22, En la estruc-
tura de esta proteina se detecta una secuencia caracte-
ristica de los dominios con homologia para el oncogen
Src 2 (SH2), importantes en la transduccion de sefiales
a través de fosforilacion y defosforilacién?? y una corta
cola citoplasmaética diferente de otros dominios proteicos
conocidos®®. SAP esta presente fundamentalmente en
los linfocitos T y NK. Con técnicas moleculares de
clonacion se demostré que el gen que codifica para SAP
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se localiza en la region Xg25 en el hombre que corres-
ponde a la banda A5.1 murina. En los individuos afecta-
dos, se observo la delecién o mutacion del gen SAP, por
lo que se sugirié que las manifestaciones patolégicas de
XLP estan vinculadas directa o indirectamente a la
disfuncion de la via SLAM-SAP. Se desarrollaron rato-
nes deficientes en la expresion de SAP, y estos mode-
los experimentales contribuyeron a comprender el me-
canismo de accién de esta proteina reguladora®. En los
ratones deficientes, ademas del aumento esperado de
secrecién de citoquinas Thl, llama la atencion la inca-
pacidad para activar el gen IL-42% lo que contribuiria a la
falta de polarizacién Th1-Th2 y a la falla en la madura-
cion de la respuesta humoral.

SAP interacciona con secuencias aminoacidicas es-
peciales que contienen tirosina (TxYxxV/), caracteristi-
ca no so6lo en SLAM*, sino de otras moléculas co-
estimuladoras como la proteina 2B4 presente en las
células NK vy linfocitos CD8 activados®*28 y CD842.. Se
sabe que SAP se asocia fisicamente con SLAM. En esta
unién, independiente del estado de fosforilacion del re-
ceptor® intervienen la region SH2 por parte de SAP y el
primer residuo tirosina de los tres presentes en SLAM2,
Se propuso que el mecanismo de accidn por el cual SAP
interviene en las cascadas de fosforilacion de tirosina
desencadenados por SLAM involucra el desplazamien-
to de una tirosina-fosfatasa inhibitoria portadora de un
dominio SH2 (SHP-2) de su unién con SLAM (o con las
otras moléculas con motivos TxYxxV/l). O sea que SAP
se comportaria como un inhibidor o competidor natural

de las interacciones mediadas por dominios SH28. La
persistencia del estado fosforilado por desplazamiento
de la fosfatasa SHP-2 daria la sefial de activacion de los
sistemas de transduccion de sefiales en esta via®. Los
experimentos que apoyan esta hip6tesis fueron realiza-
dos utilizando células COS-1 o Ba/F3 transfectadas con
SLAM, SAP o ambas. Recientemente esta hipétesis fue
discutida, pues al analizar la funcion de SAP en siste-
mas de sefializacion de células del sistema inmune
(linfocitos T con expresion estable de SAP y SLAM) no
se obtuvieron pruebas del mecanismo de desplazamiento
de SHP-2. En cambio se observé que en presencia de
SAP, se reclutan tirosina-kinasas como la tirosina-kinasa
FynT, que pueden estar involucradas tanto en la
fosforilacion de SLAM como en la de otras proteinas
ubicadas mas adelante en la cascada de sefializacién
de la via SLAM-SAP: inositol fosfatasa SHIP, moléculas
adaptadoras Dok1, Dok2 y Shc?? 30, Esto cambia la pers-
pectiva de la accion de SAP que pasa de ser considera-
da como elemento regulatorio de inhibicion por compe-
tencia a ser valorado como un factor activo por si mis-
mo, importante en la regulacion del balance Th1/Th2 en
las respuestas inmunes? 30,

Células NK y XLP

Los mecanismos citotdxicos espontaneos mediados por
células NK son efectores importantes del sistema inmu-
ne inespecifico que actian como control inicial frente a
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la infeccién viral o frente a la expansion de algunos tu-
mores®. Las células NK distan de ser un grupo celular
homogéneo en cuanto a la expresion de marcadores o
receptores y a su funcion, la cual depende de la sefial
de activacion dada por la union de los receptores con
sus respectivos ligandos. Las células NK clasicas no ex-
presan marcadores del linaje linfocitario T y la presencia
de las moléculas CD16 (receptor para el fragmento Fc
de Inmunoglobulina G, FcgRIIl) y CD56 sirve para su
identificacion fenotipica®. Otras células con actividad
citotéxica tipo NK, expresan marcadores del linaje
linfocitario T y se conocen como NKT?2, La activacién de
las células NK por citoquinas como la interleuquina 2
(IL-2) las conduce a un estado de activaciéon méas avan-
zado, con cambios en la capacidad citotéxica y en la
magnitud de la secrecién de IFNg Los mecanismos pues-
tos en marcha al unirse los diferentes receptores pre-
sentes en la membrana de las células NK pueden dar
como resultado la inhibicion o la activaciéon de la res-
puesta funcional citotdxica o de secrecion de citoquinas
en estas células. Aquellos receptores que posean moti-
vos inhibitorios basados en tirosina (immunoreceptor
tyrosine-based motifs, ITIM) en el dominio citoplasmaético,
daran sefiales negativas para la activacion de las fun-
ciones efectoras NK, mientras que los receptores
carentes de ITIM estan involucrados en la activacion o
exacerbacion de respuestas funcionales efectoras®. Al-
gunas de las moléculas presentes en la superficie de las
células NK actllan como co-receptores ya que su capa-
cidad de iniciar mecanismos de sefializacién depende
de su interaccion simultdnea con otros receptores celu-
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lares. Dentro de esta categoria de co-receptores se ubi-
ca la molécula 2B4 presente no solo en células NK sino
también en monocitos, baséfilos y algunos subsets de
linfocitos T: Tgl y T CD8+. El ligando natural de 2B4 es
la molécula de adhesion CD48. Al igual que SLAM, 2B4
es capaz de unirse a SAP pero 2B4 debe estar fosforilado
para que se produzca la uniéon®. En presencia de SAP la
sefial dada por la uniéon de 2B4 con su ligando natural
(CD48) desencadena la actividad citotoxica y la secre-
cion de IFNg® % (Fig. 4). Los caminos de sefalizacion
seguidos para el aumento de la actividad citotoxica 2B4-
dependiente y para el incremento en la secrecion de IFNg
son diferentes®. Asi, la activacion de la citotoxicidad NK
depende de multiples proteina-kinasas activadas por
mitdgenos (MAPK), tanto de aquellas reguladas por se-
flales extracelulares (ERK1/2) como de la p38 MAPK
que puede ser inhibidas por inhibidores de Ras y Raf.
Sin embargo la secrecion de IFNg luego de estimulos
dados via 2B4 es independiente de ERK1/2 y sélo es
inhibida por inhibidores de p38 MAPK?3¢. Por otra parte la
proliferacion de linfocitos T CD8+ de memoria puede ser
regulada por interacciones 2B4/CD48, dando una dimen-
sion a la via de activacion 2B4 que excede los limites de
la regulacion de la actividad citotdxica y de la secrecion
de citoquinas inflamatorias®.

¢De qué manera este conjunto de conocimientos so-
bre la funciéon de 2B4 y su regulacidon por SAP en las
células NK puede conectarse con los defectos de regu-
lacién observados en XLP?

En los pacientes XLP, la falta de SAP funcional hace
gue en las células NK la actividad citotdxica que depen-
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de de la ligazén de 2B4 esté ausente* % 2%, Como la
expresion de CD48, ligando natural de 2B4%, aumenta
notoriamente en los linfocitos B después de su infeccién
por EBV®, la interaccion de CD48 presente en las célu-
las infectadas por EBV con el complejo 2B4/SAP pre-
sente en las células NK de los individuos normales, po-
dria ser un importante factor en el control inicial de la
expansion de los clones B EBV+, ya que se suscitaria
un aumento de la actividad citotéxica NK capaz de con-
trolar la proliferacion de los clones infectados. Como esto
no es posible en los pacientes XLP porque carecen de
SAP funcional, la proliferacion inicial de los linfocitos B
EBV+ proseguiria sin freno®. Resultar interesante in-
vestigar si en los pacientes XLP, la capacidad de interfe-
rir con la proliferacion de linfocitos T CD8 de memoria
provocada por la ligazén de 2B4%* esta comprometida.
Esto podria vincularse a trastornos en la generacion de
células CD8+ efectoras, importantes en el control de la
proliferacion de clones B inmortalizados por EBV+. En
este sentido se destaca la alta frecuencia de linfoma no
Hodgkin de tipo B en los pacientes XLP%* .

Conclusion

La carencia de actividad funcional por deficiencia genética
de SAP en XLP es la base de las manifestaciones
inmunopatoldgicas en estos pacientes. Varias ramas de
la respuesta inmune son afectadas por la pérdida de
regulacion del sistema SLAM/SAP o 2B4/SAP. Es posi-
ble que otros receptores miembros de la familia de CD2
capaces de reaccionar con SAP también contribuyan a
los defectos inmuno-regulatorios en XLP. Los trastor-
nos de activacion de la actividad NK por via de 2B4 en
ausencia de SAP pueden dar cuenta de la exquisita sus-
ceptibilidad de los pacientes XLP a la primo-infeccién
por EBV.

Tanto la hiperactivacion de las respuestas celulares
de tipo Th1l con secrecién exagerada de IFNg provoca-
da por activacién de SLAM en los linfocitos T en ausen-
cia de SAP, como la activacion y expansién incontroladas
de los linfocitos T CD8 son factores fundamentales en la
génesis de las manifestaciones inmunopatolégicas en
XLP.

La falla en la generacion de respuestas celulares de
tipo Th2, sumada a los efectos de la activacion de SLAM
en linfocitos B (mayor proliferacion seguida de apoptosis)
estaria relacionada al estado de hipogammaglobulinemia
gue caracteriza a un gran numero de los pacientes que
sobreviven a la infeccién inicial por EBV.

La ausencia de reclutamiento de tirosina-kinasas
(FynT) por SAP podria vincularse a trastornos en la pro-
liferacion o supervivencia de linfocitos estimulados. Esto,
unido a falencias en los mecanismos antitumorales de-
pendientes de NK seria un proceso vinculado al escape
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de clones B inmortalizados por EBV y al desarrollo de
linfoma no Hodgkin.
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