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			PRÓLOGO


			¿Cómo podríamos inaugurar este nuevo libro de inmuno-oncología del modo más adecuado? Quizás con algunas reflexiones sobre un tema que posee una historia y un acervo raro y de curioso interés, y que en este momento concentra la mayor parte del afán investigador público y privado. Pero sobre todo el interés de la comunidad médica y, aún de forma más trascendente, de los pacientes y de la sociedad en general. 


			Las áreas de la inmunología y la oncología se imbrican a finales del siglo XIX, concretamente en 1893, cuando el cirujano WB Coley trasladaba a la literatura científica su observación sobre la reducción del tamaño de los sarcomas mediante la inyección de Streptococcus pyogenes en su “The Treatment of Malignant Tumors by Repeated Innoculations of Erysipelas: With a Report of Ten Original Cases”. Como apuntaba Baltasar Gracián: “Las cosas tienen su momento; aun las perfecciones están sujetas a la moda. El sabio lleva una ventaja: es inmortal. Si este no es su siglo, muchos otros lo serán”. 


			Si bien William Coley se anticipó décadas en la aplicación de la inmuno-oncología, a finales del siglo XIX, y aún en 1936, en el momento de su muerte, no podía prever ni el alcance ni muchas de las contingencias a las que nos enfrentamos en la actualidad. 


			Evidentemente, la inmunoterapia no puede adaptarse a los paradigmas de la quimioterapia desarrollados el pasado siglo, ni en términos de variables clásicas que permitan cuantificar adecuadamente su eficacia, ni en términos de toxicidad. Los investigadores y, desde luego, las autoridades reguladoras han tomado buena nota de ello y han publicado memorándums que resumen su perspectiva a la hora de abrazar un desarrollo más fluido que acelere los trámites regulatorios y permita un acceso más precoz a tratamientos de gran valor terapéutico. Nuevas estrategias, como compartir un brazo control en un único ensayo realizado con varios fármacos de distintas compañías, o la realización de ensayos suficientemente grandes y sencillos, que empleen variables de relevancia clínica indiscutible y optimicen la recolección de datos de seguridad y eficacia, son algunas de sus propuestas.


			Sin embargo, otras voces autorizadas se han alzado ya con el fin de alertar de los peligros de esta nueva “fiebre del oro” y el riesgo de que sofoque su propio desarrollo. Ya hemos presenciado la realización de ensayos llevados a cabo con premura y sin base preclínica suficiente, y hemos sido testigos de un uso ineficiente de recursos que posteriormente se trasladarán a la sociedad, sin que se haya destinado el tiempo suficiente para entender el porqué de los éxitos y los fracasos.


			La complejidad del sistema inmune excede nuestro conocimiento y no hay que olvidar que la generación actual de fármacos aumenta la supervivencia en tan solo un porcentaje pequeño de pacientes. 


			Distintos factores deberán conjugarse para lograr una nueva generación de tratamientos inmunoterápicos exitosos y sus combinaciones, incluyendo las vacunas, las técnicas de transferencia celular adoptiva de linfocitos T, los virus oncolíticos o los tratamientos dirigidos a modificar el microambiente tumoral, así como maximizar el beneficio de los tratamientos inmunológicos actuales. Debe llevarse a cabo una integración cuidadosa en las estrategias a medida de que dispongamos de variables predictivas de respuesta que nos permitan identificar qué pacientes se beneficiarán en mayor medida de estos tratamientos y posiblemente lograr la reconversión de los tumores o pacientes refractarios mediante la combinación de los tratamientos. Hay margen de mejora, y solo un conocimiento profundo de los mecanismos inmunológicos, tumorales y su interacción en el complejo y cambiante microambiente tumoral en los pacientes individuales nos permitirá alcanzar estos objetivos. 


			Es vocación de este libro satisfacer la exigencia de aquellos alentados por una curiosidad insaciable, que se inclinan por el aprendizaje y creen en el conocimiento para hacer frente a las inclemencias de lo cotidiano. Tal como apuntaba Huxley: “La perfección de cualquier forma artística raramente es lograda por su primer inventor”. La claridad de exposición, tanto en la integración de los conceptos básicos aquilatados por la disciplina como en la experiencia de los autores, contribuirá sin duda a suscitar el interés del lector y generar el cuerpo de conocimiento para ello. 
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			CAPÍTULO 1 

Estructura y organización del sistema inmunitario: 
Inmunidad innata y adaptativa. Componentes 
celulares y moleculares


			Dr. Luis Martínez-Lostao


			El conocimiento sobre el sistema inmunitario ha aumentado enormemente en los últimos años. En este sentido, estos nuevos conocimientos comprenden la descripción de nuevos componentes del sistema inmunitario cuyo descubrimiento ha resultado fundamental para una mejor comprensión de cómo el sistema inmunitario genera la respuesta más adecuada posible para defender al organismo de agentes peligrosos tantos exógenos como endógenos. En el presente capítulo se ha intentado dar una visión general de los principales componentes del sistema inmunitario, tanto de aquellos descritos ya hace tiempo como de los recientemente definidos, de modo que en los siguientes capítulos se ampliará la descripción y funcionamiento de algunos de esos componentes, fundamentalmente de aquellos más implicados en la respuesta del sistema inmunitario frente a los tumores.


			1.1 Estructura del sistema inmunitario


			La estructura del sistema inmunitario al igual que la tarea que desempeña, la de proteger la integridad de nuestro organismo, es compleja. Ello hace que una amplia variedad de órganos, algunos de ellos estrictamente inmunológicos y otros no, intervengan en un momento u otro en la defensa de nuestro organismo. El principal referente anatómico del sistema inmunitario es el sistema linfático y a este pertenecen los órganos linfoides que clásicamente se dividen en: i) órganos linfoides primarios y ii) órganos linfoides secundarios.


			1.2 Órganos linfoides primarios


			Los órganos linfoides primarios son aquellos donde se generan y maduran las células del sistema inmunitario y son la médula ósea y el timo.


			1.2.1 Médula ósea


			La médula ósea roja es el órgano linfoide primario donde se lleva a cabo la hematopoyesis, esto es, la generación de todas las células sanguíneas circulantes en el adulto (Figura 1). La médula ósea roja se encuentra situada principalmente en los huesos planos, quedando restringida en el adulto a vértebras, esternón, costillas y huesos ilíacos. La médula ósea roja de estos huesos está formada por una estructura reticular esponjosa entre largas trabéculas óseas. Los espacios que se generan con esta estructura se ocupan por adipocitos, células estromales, células hematológicas en distintos estadios de maduración y células progenitoras hematopoyéticas (HSC, del inglés, hematopoietic stem cell ). Además, en la médula ósea se lleva a cabo la maduración de los linfocitos B. Para ello, los linfocitos B inmaduros deben interaccionar con células del estroma alcanzando su maduración final y saliendo a la circulación como linfocitos B naive.
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			Por último, la médula ósea tiene también un importante papel como órgano linfoide secundario porque es a ella donde migran las células plasmáticas, siendo el principal centro productor de anticuerpos.


			1.2.2 Timo


			Se trata de un órgano blando bilobulado y encapsulado situado en el mediastino medio en la región precardiaca. Los lóbulos tímicos están divididos en lobulillos separados entre sí por trabéculas de tejido conjuntivo. En los lobulillos tímicos se encuentran los precursores de los linfocitos T denominados timocitos, de modo que en la parte más externa, llamada corteza, se encuentra en una gran densidad celular, siendo esta menor en la parte interna llamada médula (Figura 2). 


			 


			[image: ]


			 


			Existe un gradiente de diferenciación de los timocitos desde la corteza hasta la médula, de modo que en la corteza se hallan los timocitos más inmaduros, mientras que en la médula se encuentran los timocitos en estados más avanzados de maduración. Aparte de las células linfoides tanto en la corteza como en la médula se encuentran células no linfoides denominadas células epiteliales corticales en la corteza y células epiteliales medulares en la médula. Además también se encuentran células dendríticas y macrófagos. Todas estas células no linfoides participan en la selección y la maduración de los timocitos hacia linfocitos T maduros. En la médula tímica se encuentran los llamados corpúsculos de Hassall, que consisten en acúmulos concéntricos de células epiteliales degeneradas. Su función no se conoce y su número aumenta con la edad. 


			Los precursores linfoides de los linfocitos, procedentes de la médula ósea, llegan a la corteza donde comienzan a dividirse. Sin embargo, más del 95% de los timocitos mueren por apoptosis, de modo que solo sobreviven aquellos timocitos que hayan generado receptores específicos (TCR, del inglés, T cell receptor) capaces de reconocer moléculas de HLA (del inglés, human leukocyte antigen) propias expresadas por las células epiteliales corticales (selección positiva). Posteriormente, los timocitos supervivientes se dirigen a la médula, donde terminan de madurar, y salen del timo como linfocitos T naive. En la médula, los timocitos que son potencialmente autorreactivos, es decir, los que reconocen antígenos propios (autoantígenos) presentados por el HLA propio, o que tengan una afinidad demasiado alta hacia el HLA propio solo expresadas por las células epiteliales medulares, serán eliminados (selección negativa). De este modo, solo maduran linfocitos T que son autotolerantes (no reaccionan frente a lo propio) y son capaces de reconocer antígenos extraños en el contexto del HLA propio.


			1.3 Órganos linfoides secundarios


			Los órganos linfoides secundarios son aquellos donde tiene lugar la activación de la respuesta inmunitaria adaptativa y son los ganglios linfáticos, el bazo y el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, del inglés, mucose associated lymphoid tissue).


			1.3.1 Ganglio linfático


			Los ganglios linfáticos son pequeños agregados nodulares que se encuentran intercalados a lo largo de la circulación linfática, formando en algunos casos agrupaciones en determinadas localizaciones llamadas cadenas ganglionares. En el ganglio linfático se inicia la respuesta inmunitaria adaptativa frente a los antígenos captados y procesados en tejidos periféricos desde donde llegan transportados en la linfa a través del sistema linfático. El ganglio linfático es un órgano capsulado con una corteza externa y una médula interna (Figura 3). La linfa llega al ganglio linfático a través de la cápsula por los denominados vasos aferentes, difunde a través de la corteza llegando al seno medular y, finalmente, abandona el ganglio a través de los vasos eferentes. La corteza es un área rica en linfocitos B distribuidos en unas estructuras denominadas folículos. En los folículos primarios se encuentran sobre todo linfocitos B maduros en reposo. Los folículos linfoides secundarios se forman a partir de los primarios cuando se produce un estímulo antigénico que propicia la activación de los linfocitos B. Esta activación se traduce a nivel histológico en la generación de los centros germinales. Por debajo de la corteza se encuentra la zona paracortical rica en linfocitos T además de células dendríticas. La parte más interna del ganglio linfático es la médula en la que se encuentran linfocitos (T y B), células plasmáticas y abundantes macrófagos.
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			1.3.2 Bazo


			El bazo es el órgano linfoide secundario donde tiene lugar la respuesta inmune adaptativa frente a antígenos captados a nivel intravascular. El bazo carece de circulación linfática, de modo que los antígenos llegan a través de la circulación sistémica. Se trata de un órgano capsulado situado en el cuadrante superior izquierdo del abdomen en que se distinguen dos zonas: i) pulpa roja, ii) pulpa blanca (Figura 4). 


			La pulpa roja es rica en glóbulos rojos, macrófagos, células plasmáticas con escasos linfocitos dispuestos alrededor de sinusoides vasculares. Actúa como reservorio de plaquetas y granulocitos, y es el lugar de eliminación de eritrocitos y plaquetas envejecidos. La pulpa blanca se dispone alrededor de las arteriolas formando vainas ricas en linfocitos T (PALS, del inglés, periarteriolar lymphoid sheath) y por fuera de esta, una zona más difusa denominada zona marginal rica en linfocitos B y macrófagos donde se pueden encontrar folículos linfoides primarios y secundarios.
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			El bazo es el principal lugar donde se fagocitan los microorganismos opsonizados por anticuerpos, mecanismo de eliminación muy importante en el caso de bacterias encapsuladas (neumococo, meningococo). De ahí que las personas a las que se les extirpa el bazo presentan un riesgo mayor de padecer sepsis por este tipo de microorganismos.


			1.3.3 Tejido linfoide asociado a mucosas


			Dado que las mucosas digestiva, respiratoria y genitourinaria suponen una importante puerta de entrada para numerosos microorganismos, en torno a ellas se ha desarrollado un variado grupo de estructuras más o menos definidas de tejido linfoide, que en su conjunto reciben el nombre de tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, del inglés, mucose associated lymphoid tissue). El MALT mejor estudiado es el asociado a la mucosa digestiva y comprende desde células aisladas que se encuentran en distintas localizaciones hasta tejidos linfoides organizados (Figura 5).
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			En la mucosa digestiva, los linfocitos aislados se encuentran sobre todo en dos regiones: i) placa epitelial y ii) lámina propia. Los linfocitos intraepiteliales se encuentran dentro de la placa epitelial. Son linfocitos T que en su mayoría expresan un receptor TCR αβ (60-90%) siendo mucho menos abundantes los que presentan un TCR γδ (10-15%). Estos linfocitos presentan una diversidad limitada en sus receptores de antígeno diferente del de la mayoría de los linfocitos T. En la lámina propia se encuentran linfocitos T CD4+ dispersos con un fenotipo activado. También en la lámina propia se encuentran abundantes linfocitos B activados, células plasmáticas, así como células dendríticas y macrófagos.


			En cuanto a los tejidos linfoides organizados se encuentran distribuidos como agregados nodulares no encapsulados en distintas localizaciones adenoides, amígdalas, apéndice y placas de Peyer. Estas últimas se distribuyen a lo largo de la submucosa del intestino delgado y están constituidas por acúmulos de folículos linfoides y constituyen un importante sitio inductivo de la respuesta inmunitaria en estos territorios. Sobre estos folículos en el epitelio intestinal se encuentran unas células especializadas llamadas células M. Las células M presentan una membrana con ribete en cepillo hacia la luz intestinal y una concavidad llamada bolsillo basolateral capaz de albergar varios linfocitos y macrógafos. La principal función de las células M es la de transportar los antígenos de la luz intestinal a la lámina propia.


			Las respuestas inmunitarias frente a los antígenos que llegan por vía digestiva se caracterizan por generar elevadas concentraciones de IgA, asociada a los tejidos mucosos, y por inducir la tolerancia más que la activación de los componentes del sistema inmune.


			1.4 Organización del sistema inmunitario: inmunidad innata y adaptativa


			En el sistema inmunitario se pueden diferenciar dos compartimentos, la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. Dicha distinción se realiza por razones didácticas, aunque ambos compartimentos están estrechamente relacionados entre sí y no se puede entender la respuesta inmunitaria llevada a cabo por un compartimento sin conocer adecuadamente el otro. De hecho, en la actualidad es un hecho constatado que la activación de la inmunidad innata no solo supone la primera línea de defensa frente al daño (externo o interno) que desencadena la respuesta inmunitaria sino que, la forma en que se produce la activación de la respuesta innata y el contexto en el que se produce, determina cómo se va a producir la posterior activación de la inmunidad adaptativa. A pesar de esta estrecha relación entre las dos ramas de la inmunidad, cada una de ellas presenta unas características propias que les diferencian de la otra (Tabla 1).
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			La inmunidad innata se caracteriza por presentar una diversidad limitada y preformada debido a que los receptores que participan en esta respuesta no están sometidos a procesos de recombinación somática, lo que supone que estos receptores son idénticos en todas las células de la misma estirpe. En cambio, la diversidad que muestra la inmunidad adquirida es muy amplia, ya que los receptores de reconocimiento del antígeno (TCR, para los linfocitos T y BCR, para los linfocitos B) están codificados por segmentos génicos que sufren recombinación somática de modo que cada linfocito (y su progenie o clon) tienen un receptor antigénico distinto. La diversidad limitada hace que la especificidad de la respuesta innata sea baja y se limite a reconocer estructuras compartidas por grupos de microorganismos relacionados. Sin embargo, la amplia diversidad de los receptores en la inmunidad adquirida propicia que sean capaces de distinguir mínimas diferencias entre antígenos de distintos microorganismos. La diversidad y especificidad limitadas de la respuesta innata suponen que no necesite adaptarse al microorganismo invasor por lo que su tiempo de reacción es rápido. En cambio, la generación de una respuesta adaptativa específica frente a un microorganismo concreto hace que la respuesta adaptativa sea más lenta.


			Clásicamente, se ha dicho que la respuesta innata carece de memoria inmunológica, aunque en los últimos años se ha descrito que algunos componentes celulares implicados en esta respuesta, como es el caso de las células NK, parece que son capaces de generar memoria inmunológica (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26806484). En el caso de la inmunidad adaptativa, se conoce desde hace años que es capaz de generar memoria dando lugar a una respuesta secundaria frente a sucesivos contactos con un mismo microorganismo, más rápida y de mayor intensidad que la respuesta adaptativa primaria. Por último, ambos tipos de respuesta presentan tolerancia frente a antígenos propios, aunque los mecanismos para alcanzarla son distintos en ambos casos. Mientras que la inmunidad innata presenta tolerancia debido a su especificidad limitada que propicia un reconocimiento de lo extraño respetando lo propio, en el caso de la inmunidad adaptativa la tolerancia se consigue gracias a diversos mecanismos de control que eliminan los linfocitos T y B potencialmente autorreactivos, tanto en órganos linfoides centrales durante su ontogenia como en órganos linfoides secundarios en etapas posteriores.


			La respuesta inmunitaria adaptativa puede llevarse a cabo de manera natural o puede ser inducida artificialmente (Figura 6). Ambas a su vez pueden ser adquiridas de una forma pasiva o bien activamente. El ejemplo típico de una respuesta adaptativa natural obtenida de modo pasivo es aquella que se produce en el recién nacido en los primeros meses de vida, a expensas de los anticuerpos que la madre ha transferido pasivamente a este a través de la placenta. La respuesta adaptativa natural activa supone la forma paradigmática de respuesta adaptativa siendo aquella que se produce durante un proceso infeccioso frente al microorganismo causante de la infección. A este tipo de respuesta es a la que nos referiremos como modelo respuesta inmunitaria adaptativa en el capítulo 7.
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			Además de una manera natural, la inmunidad adaptativa puede adquirirse artificialmente tanto de una forma pasiva, mediante la transferencia de distintos componentes inmunológicos, como pueden ser anticuerpos o células, o bien de una manera activa, empleando distintas estrategias terapéuticas que tienen por objeto activar el sistema inmunitario del sujeto de manera específica frente a un determinado agente dañino (sea este exógeno o endógeno). De hecho, ambas formas de generar de manera artificial una respuesta inmunitaria adaptativa son la base de los tratamientos de inmunoterapia frente al cáncer. Todo esto se desarrollará más extensamente en capítulos posteriores.


			1.5 Componentes celulares y moleculares


			Tal y como se ha dicho al inicio del capítulo, son muchos y variados los componentes del sistema inmunitario, algunos de ellos de reciente descripción. En esta sección se intentará dar una breve descripción de los principales componentes tanto celulares como moleculares del sistema inmunitario de modo que en los siguientes capítulos, la descripción y funcionamiento de algunos de esos componentes, sobre todo de los más implicados en la respuesta del sistema inmunitario antitumoral, se tratará con mayor profundidad.


			1.6 Componentes celulares de la inmunidad innata


			1.6.1 Granulocitos


			Los granulocitos son un tipo de leucocitos que se caracterizan por presentar gránulos en su citoplasma. Suponen aproximadamente el 70% de los leucocitos totales y son células de estirpe mieloide que provienen de un precursor hematopoyético común denominado GMP (del inglés, granulocyte and macrophage progenitor) que a su vez deriva del precursor llamado CMP (del inglés, common myeloid progenitor). Se pueden distinguir tres tipos: neutrófilos, eosinófilos y basófilos (Figura 7). Los mastocitos son células de origen hematopoyético que derivan de un precursor denominado MCP (del inglés, mast cell progenitor) que a su vez proviene del precursor CMP.
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			Los neutrófilos suponen más del 90% de los granulocitos circulantes. Presentan un núcleo multilobulado y gránulos citoplasmáticos de dos tipos: i) gránulos azurófilos que contienen mieloperoxidasa, proteasas neutras (proteinasa 3, catepsina G, elastasa) y agentes antimicrobianos como defensinas y ii) gránulos específicos que contienen la mayor parte de la lisozima, así como lactoferrina y otras proteasas.


			Los neutrófilos una vez que salen de médula ósea circulan por sangre durante 6-12 horas para luego extravasarse a los tejidos periféricos, donde sobreviven entre 12-48 horas. Los neutrófilos presentan una gran capacidad fagocítica y microbicida. Son capaces de reconocer microorganismos mediante distintos receptores en su superficie (véase capítulo 2) y fagocitarlos generándose un fagosoma, al que se unen los gránulos vertiendo su contenido y generando un fagolisosoma donde el microorganismo será eliminado por mecanismos microbicidas dependientes de especies reactivas de oxígeno o independientes de estas (proteasas contenidas en sus gránulos). Los neutrófilos poseen además otros mecanismos microbicidas como la generación de las trampas extracelulares del neutrófilo denominadas NET (del inglés, neutrophil extracellular trap). Mediante este mecanismo, el neutrófilo libera una malla de DNA con histonas y agentes antimicrobianos que atrapan microorganismos extracelulares favoreciendo de este modo su eliminación (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15001782). Este mecanismo de acción se ha descrito también para eosinófilos y mastocitos.


			Los eosinófilos constituyen el 1-3% de los granulocitos circulantes. Poseen un núcleo bilobulado y gránulos cristaloides en su citoplasma que contienen distintas proteínas como la ribonucleasa ECP (del inglés, eosinophil cationic protein) o el enzima MBP (del inglés, major basic protein). La principal función de los eosinófilos es la liberación de contenido de sus gránulos y son importantes en la defensa frente a parásitos. En situaciones patológicas interviene en la respuesta alérgica.


			Los basófilos suponen menos del 1% de los granulocitos. Presentan un núcleo bilobulado y un gran número de gránulos en su citoplasma que contienen fundamentalmente histamina, heparina y leucotrienos. Al igual que los eosinófilos, la principal función de los basófilos es la de liberar el contenido de sus gránulos e intervienen en la defensa frente a parásitos. Los basófilos también están involucrados en los fenómenos de alergia.


			Los mastocitos son granulocitos similares en estructura y función a los basófilos pero no se encuentran circulando en sangre sino que se hallan en tejidos periféricos. Presentan un núcleo central y gránulos en su citoplasma con un contenido similar al de los basófilos, esto es histamina, heparina así como proteínas lisosomales. Tradicionalmente se consideraba que los mastocitos derivaban de los basófilos cuando estos se extravasaban a los tejidos sin embargo, como se ha comentado, aunque ambos tipos celulares son de estirpe mieloide, cada uno de ellos proviene de un precursor hematopoyético distinto. Al igual que eosinófilos y basófilos, los mastocitos intervienen en la defensa frente a parásitos y están implicados en alergia.


			1.6.2 Monocitos y macrófagos


			Los monocitos suponen del 2 al 10% de los leucocitos circulantes y son células de estirpe mieloide que provienen de un precursor hematopoyético común denominado GMP. Presentan un núcleo arriñonado y un citoplasma finamente granular que contiene lisosomas con peroxidasa e hidrolasa así como vacuolas fagocíticas. Tras madurar en médula ósea, los monocitos circulan por sangre unas 12-24 horas para luego extravasarse a tejidos periféricos para diferenciarse a macrófagos (Figura 8). 
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			Los macrófagos son células con gran capacidad fagocítica de vida media muy larga (meses e incluso años) que se encuentran en los tejidos periféricos. En algunos casos y dependiendo de su localización reciben nombres propios como por ejemplo las células de Kuppfer (hígado), células de la microglía (sistema nervioso central), osteoclastos (hueso) o histiocitos (tejido conjuntivo). Presentan un núcleo en herradura con un citoplasma rico en retículo endoplásmico rugoso, mitocondrias y vacuolas fagocíticas. Su principal función es la de fagocitar microorganismos y también macromoléculas extrañas, células muertas y restos celulares que reconocen a través de receptores específicos que expresan en su superficie (véase capítulo 2). Además de esta función, los macrófagos pueden secretar numerosas citocinas y quimiocinas que actúan activando y atrayendo a otras células inmunitarias y pueden actuar como células presentadoras de antígenos (APC, del inglés, antigen presenting cell) a los linfocitos T previamente activados. La función tradicionalmente definida para los macrófagos es de naturaleza inflamatoria y fagocítica, y ocurre cuando los macrófagos son activados en un ambiente inflamatorio denominado perfil clásico de activación. Sin embargo, si los estímulos recibidos por el macrófago son de índole antiinflamatoria, el denominado perfil alternativo de activación, los macrófagos intervienen en funciones antiinflamatorias y de reparación tisular.


			1.6.3 Células dendríticas


			Las células dendríticas (DC, del inglés, dendritic cell ) son células de estirpe mieloide que provienen de un precursor hematopoyético denominado CDP (del inglés, common dendritic cell progenitor) que a su vez puede provenir de progenitores comunes linfoides y mieloides. Reciben su nombre porque presentan un citoplasma abundantemente ramificado (Figura 9). Existen diferentes subtipos de DC de los cuales los mejor caracterizados son las DC mieloides o también llamadas convencionales (cDC) y las DC plasmocitoides (pDC) que difieren en su fenotipo y funcionalidad. Las cDC son las que actúan como APC y se encargan de activar linfocitos T naive, mientras que las pDC se encargan de producir grandes cantidades de interferón de tipo I frente a infecciones virales.
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			Las cDC, que constituyen el nexo de unión fundamental entre la inmunidad innata y la adaptativa, tienen como función principal la de captar los antígenos, endocitarlos para procesarlos adecuadamente y presentar los péptidos generados a partir de estos en el contexto de las moléculas de HLA para activar de esta manera a los linfocitos T naive. Para todo ello, presentan una amplia variedad de receptores en su superficie para captar y endocitar una extensa variedad de antígenos, así como moléculas de HLA de clase I y II. Las DC, el procesamiento y presentación antigénica y el sistema HLA se tratarán en profundidad en el capítulo 3.


			1.6.4 Células linfoides innatas


			Las células linfoides innatas (ILC, del inglés, innate lymphoid cell ) son una familia de células de estirpe linfoide que, a diferencia de los linfocitos T y B, no responden de manera específica de antígeno ya que no muestran reordenamiento somático de los genes que codifican el receptor de antígeno (BCR, TCR), esto es, carecen de los receptores BCR y TCR. Las ILC son activadas tanto por citocinas (expresan diversos receptores de citocinas dependiendo del tipo), como por receptores de la inmunidad innata. Se han clasificado en ILC1 (células citotóxicas productoras de IFN gamma entre las que se han incluido las células NK), ILC2 (productoras de citocinas Th2) e ILC3 (productoras de IL-17 e IL-22) (Figura 10). Entre otras funciones, las ILC secretan citocinas que dirigen la respuesta inmune temprana para proporcionar la línea de defensa más adecuada según el tipo de infección o estrés celular, contribuyendo además al proceso inflamatorio y reparación de tejidos. Las ILC han sido implicadas en infección, inflamación crónica, cáncer, alergia o enfermedades metabólicas. Los progenitores de ILC circulan y se diferencian en los tejidos en los diversos tipos en respuesta a las señales recibidas localmente. Las distintas ILC parecen tener un papel muy importante en el desarrollo de la respuesta adaptativa por su capacidad de influenciar la polarización de los linfocitos T colaboradores (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25999512). Las ILC se tratarán con mayor profundidad en el capítulo 4.
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			1.6.5 Células NK


			Las células NK (del inglés, natural killer) son células de estirpe linfoide que provienen de un precursor común a todos los linfocitos denominado CLP (del inglés, common lymphoid progenitor) pero que se encuadran dentro de la inmunidad innata ya que no reconocen de manera específica los antígenos, esto es, carecen de receptores específicos de antígeno. Suponen del 10 al 15% de los linfocitos circulantes y se caracterizan por no expresar el marcador de superficie CD3 (típico de los linfocitos T) y expresar los marcadores CD56 y CD16 (Figura 11). En función de la expresión de estos últimos se pueden distinguir dos subpoblaciones con función y distribución distinta: i) células NK con baja expresión de CD56 y elevada expresión de CD16 (denominadas en inglés, CD56dim/CD16bright) que suponen el 90% de las células NK en sangre y tienen una función principalmente citotóxica y ii) células NK con alta expresión de CD56 y baja o nula expresión de CD16 (denominadas en inglés, CD56bright/CD16dim) que solo suponen el 10% de las células NK de sangre pero que suponen el principal tipo de células NK presentes en los ganglios linfáticos y cuya función es fundamentalmente la de secretar distintas citocinas. Las células NK, su activación y sus mecanismos efectores se tratarán más ampliamente en capítulos posteriores (capítulos 4 y 6).


			1.6.6 Células NKT


			Las células NKT (del inglés, natural killer T cells) suponen un heterogéneo grupo de células que comparten características de las células NK y los linfocitos T (Figura 11). Dentro de su gran heterogeneidad se distinguen fundamentalmente dos tipos: 


			i) Células NKT tipo 1, también llamadas células NKT clásicas o invariantes.


			ii) Células NKT tipo 2 o no clásicas. 


			Las células NKT de tipo 1 son las mejor caracterizadas y presentan un único e invariante TCR que está constituido por la cadena α Vα24-Jα18 que se une a la cadena β Vβ11 y que es capaz de reconocer fundamentalmente glucolípidos (fundamentalmente a-galactosilceramida, α-GalCer) presentados en la molécula de HLA de clase I no clásica CD1. Las células NKT de tipo II son más abundantes en el ser humano y parecen tener un repertorio oligoclonal de TCR. También reconocen glicolípidos, en este caso glicolípidos sulfátidos también presentados en la molécula CD1.
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			Desde el punto de vista funcional, las células NKT producen distintas citocinas y también presentan actividad citotóxica. Las células NKT de tipo 1 que expresan el marcador CD4 producen citocinas del perfil Th1 (IL-2, IFN-γ y TNF-α) y del perfil Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), mientras que las células NKT CD4 negativas secretan sobre todo citocinas del perfil Th1. Las células NKT que expresan el marcador CD8 (y también las células NKT CD4 negativas) presentan actividad citolítica. Por último, las células NKT también pueden secretar IL-17 fundamentalmente las situadas en mucosas (intestinal y respiratoria).


			1.6.7 Linfocitos T γδ


			Los linfocitos T γδ constituyen una pequeña población de linfocitos T que expresan un TCR formado por las cadenas γ y δ a diferencia de la mayoría de los linfocitos T que tienen un TCR formado por las cadenas α y β (Figura 11). Los linfocitos T γδ presentes en periferia presentan la cadena γ Vγ9 que se combina con diferentes cadenas δ dependiendo de la localización tisular, Vδ2 en sangre periférica, Vδ1 en dermis y Vδ1 y Vδ3 en mucosas. La activación de los linfocitos T γδ no requiere de la participación de las moléculas de HLA a diferencia de lo que ocurre con los linfocitos T αβ. Los linfocitos γδ Vγ9-Vδ2 reconocen a través de su TCR fosfoantígenos como la molécula (E)-4-hidroxi-3-metil-but-2-enil pirofosfato (HMB-PP) presente en determinados microorganismos. Los linfocitos T γδ también presentan en su superficie moléculas típicas de células NK como el receptor activador NKG2D así como receptores de reconocimiento de patrones tipo Toll y receptores de citocinas. La activación de los linfocitos T γδ conlleva dos tipos de respuesta: i) Producción de distintas citocinas (IFN-γ, IL-17, IL-4, IL-5 e IL13) y ii)Acción citotóxica frente a células infectadas y células tumorales. Por último, los linfocitos T γδ Vγ9/Vδ2 pueden actuar como células APC y presentar antígenos a los linfocitos T αβ.


			1.7 Componentes celulares de la inmunidad adaptativa


			1.7.1 Linfocitos T


			Los linfocitos T suponen uno de los dos tipos principales de células de estirpe linfoide de la inmunidad adaptativa. Se generan en la médula ósea a partir del precursor hematopoyético CLP (del inglés, common lymphoid progenitor) y migran al timo para completar su maduración antes de establecerse en los tejidos linfoides periféricos. Los linfocitos T suponen del 60 al 80% de los linfocitos circulantes y presentan en su superficie el receptor específico de antígeno TCR. Se trata de un complejo molecular formado por dos cadenas proteicas (habitualmente α y β) situado en la membrana externa del linfocito T. Al TCR se le asocia varias cadenas de la molécula CD3 que intervienen en el ensamblaje y estabilización del TCR, así como en la transducción de la señal recibida por el TCR cuando este reconoce específicamente el antígeno para el que fue seleccionado.


			En virtud de su función y el correceptor que expresan en su superficie se distinguen dos tipos principales de linfocitos T (Figura 12): 


			i) Linfocitos T CD4+, también llamados linfocitos T helper o colaboradores. 


			ii) Linfocitos T CD8+, también llamados linfocitos T citotóxicos. 


			En los linfocitos T CD4+ su TCR está asociado a la molécula de superficie CD4 y reconocen péptidos asociados a las moléculas de HLA de clase II presentes en las APC. La función de los linfocitos T CD4+ es clave en la respuesta inmunitaria adaptativa, ya que coordinan la generación de la respuesta más adecuada en función del tipo de microorganismo invasor y la puerta de entrada que emplea para producir la infección. Tras su activación, los linfocitos T CD4+ secretan citocinas que pueden estimular a la práctica totalidad de las células del sistema inmunitario así como a células no inmunológicas. Una subpoblación de linfocitos T CD4+ interviene en mecanismos de regulación de la respuesta inmunitaria.
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			El TCR de los linfocitos T CD8+ está asociado a la molécula de superficie CD8 y puede reconocer péptidos asociados a moléculas de HLA de clase I presentes en la casi totalidad de las células del organismo. Su principal función es detectar y destruir células diana infectadas por virus u otros microorganismos intracelulares y células tumorales.


			Los linfocitos T, sus distintas subpoblaciones, activación y mecanismos efectores y reguladores se tratarán más ampliamente en capítulos posteriores (capítulos 4 y 6).


			1.7.2 Linfocitos B


			Los linfocitos B suponen el otro tipo principal de células de estirpe linfoide junto con los linfocitos T. Al igual que estos, se generan en la médula ósea a partir del precursor hematopoyético CLP y es allí donde maduran. Se encuentran principalmente en los órganos linfoides secundarios y suponen de un 10 a un 15% de los linfocitos circulantes. Los linfocitos B presentan en su superficie el receptor específico de antígeno BCR (del inglés, B cell receptor) que consisten en una inmunoglobulina de superficie asociado a un heterodímero formado por las cadenas Igα e Igβ (Figura 13). La estructura, función y generación de la diversidad de las inmunoglobulinas se tratará en el capítulo 5.


			Dependiendo de su función y sus marcadores de superficie, se pueden distinguir distintos tipos de linfocitos B: 


			i) 	Linfocitos B1, se encuentran fundamentalmente en cavidad pleural y peritoneal y apenas en órganos linfoides secundarios. Son capaces de autorrenovarse localmente y producen sobre todo IgM de baja afinidad y polirreactiva frente a antígenos propios de tipo carbohidrato. 


			ii) 	Linfocitos de la zona marginal del bazo (linfocitos BZM). Dado que en el ser humano, a diferencia de los ratones, no hay seno marginal en el bazo, los linfocitos BZM se sitúan alrededor de los folículos primarios en la parte interna de la zona marginal. Son linfocitos que producen grandes cantidades de IgM frente a antígenos polisacáridos presentes en microorganismos que llegan a través de la circulación sistémica. Tanto los linfocitos B1 como los linfocitos BZM no suelen requerir la colaboración de los linfocitos T para activarse y producir anticuerpos y se les considera más bien componentes de respuesta inmunitaria innata. 


			iii) Linfocitos B2. Constituyen más del 95% de los linfocitos B presentes en sangre y en los órganos linfoides secundarios y son los linfocitos B encargados de reconocer antígenos fundamentalmente de naturaleza proteica gracias a la colaboración con linfocitos T CD4+.
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			Cuando los linfocitos B se activan al reconocer específicamente el antígeno para el que fueron seleccionados, se diferencian a células plasmáticas caracterizadas por hipertrofiar los orgánulos celulares productores de proteínas (retículo endoplásmico rugoso y aparato de Golgi) con el fin de sintetizar grandes cantidades de inmunoglobulinas.


			Los linfocitos B también expresan en su superficie moléculas de HLA de clase II y pueden actuar como células APC para los linfocitos T. Esto ocurre principalmente en la respuesta humoral cuando los linfocitos B reconocen y procesan antígenos proteicos que se encuentran en forma soluble.


			1.8 Componentes moleculares


			Además de los componentes celulares anteriormente descritos, existen componentes moleculares del sistema inmunitario fundamentales para que las células inmunitarias se relacionen y comuniquen entre sí para generar la respuesta inmunitaria más adecuada en cada momento. Dentro de estos componentes moleculares podríamos distinguir distintos tipos de moléculas expresadas en la superficie de las células y que interactúan con sus respectivos ligandos en la superficie de otras células para que ambas interaccionen y, por otra parte, moléculas solubles que ejercen distintas funciones dentro de la respuesta inmunitaria. En esta sección nos vamos a ocupar de algunas de estas últimas.


			En algunos casos, estos componentes moleculares solubles se pueden encuadran claramente en una u otra rama de la respuesta inmunitaria, como es el caso de los péptidos antimicrobianos, el complemento o las proteínas de fase aguda, todos ellos pertenecientes a la respuesta innata y que serán posteriormente tratados en el capítulo 2, o las inmunoglobulinas que se encuadran en la respuesta adaptativa y serán tratadas en el capítulo 5. Sin embargo, en otras ocasiones, algunas de estas moléculas solubles son secretadas tanto por células de la inmunidad innata como de la inmunidad adpatativa y ejercen su función en ambas ramas de la respuesta inmunitaria. Ese es el caso de las citocinas y de las quimiocinas de las que se tratan a continuación.


			1.8.1 Citocinas


			Las citocinas son proteínas de bajo peso molecular que actúan como mediadores en las interacciones celulares. Son secretadas principalmente por células del sistema inmunitario (granulocitos, macrófagos, ILC, células dendríticas, linfocitos, etc.) pero también por células no inmunitarias (células epiteliales, endoteliales, estromales, fibroblastos, adipocitos, etc.) e intervienen regulando muy diversas funciones biológicas tanto inmunitarias como no inmunitarias: proliferación celular, diferenciación celular, activación o inhibición de determinadas funciones, muerte celular, etc.


			Las citocinas actúan uniéndose a sus receptores específicos expresados en las células sobre las que van a ejercer su función, desencadenando una cascada intracelular de transducción de señales que modificará el patrón de expresión génica en la célula diana necesaria para producir una determinada respuesta biológica. Los receptores de citocinas son muy diversos desde el punto de vista estructural, pero se pueden distinguir cuatro tipos de receptores: 


			i) 	Receptores de la superfamilia de las inmunoglobulinas.


			ii) 	Receptores de la familia de citocinas de clase I (también llamados familia del receptor de eritropoyetina).


			iii) 	Receptores de la familia de citocinas de clase II (también denominados familia del receptor de interferon).


			iV) Receptores de la familia del TNF (del inglés, tumor necrosis factor).


			En general, las citocinas presentan una serie de características comunes: 


			• 	Su producción suele ser transitoria, limitada al lapso de tiempo que dura el estímulo que las produce. 


			• 	Pueden tener una acción autocrina, paracrina o en ocasiones endocrina.


			• 	Son pleiotrópicas, esto es, una citocina puede ejercer múltiples efectos en diferentes tipos celulares.


			• 	Son redundantes, ya que diversas citocinas pueden producir el mismo efecto.


			• 	Pueden ser sinérgicas o antagónicas, de modo que dos citocinas distintas en ocasiones pueden potenciarse mutuamente o bien la acción de una citocina puede bloquear la acción de la otra.


			Las principales citocinas, los tipos celulares que las secretan y aquellos sobre los que actúan y su principal función en la respuesta inmunitaria se resumen en la Tabla 2. Una descripción más detallada de estas características se encuentra en el anexo citocinas humanas y sus principales funciones:	
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			1.8.2 Quimiocinas


			Aunque las quimiocinas son una familia de citocinas, sus características propias hacen que se traten separadamente en esta sección. Como se ha indicado, las quimiocinas son citocinas quimiotácticas que juegan un papel fundamental en la migración y el tráfico de células inmunológicas durante la respuesta inmunitaria. Además de esta función, también están implicadas en otros procesos como el desarrollo de órganos linfoides, diferenciación de células inmunitarias, embiogénesis, angiogénesis, desarrollo del sistema nervioso, etc.


			Las quimiocinas son proteínas de muy bajo peso molecular (8-14 kDa) que comparten una estructura en llave griega estabilizada por puentes disulfuro entre residuos de cisteína y según la distancia entre sus dos primeros residuos de cisteína se pueden clasificar en cuatro familias (Figura 14): 


			i) 	Quimiocinas C.


			iI) 	Quimiocinas CC. 


			iII) 	Quimiocinas CXC.


			iV) Quimiocinas CX3C. 
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			Se han descrito más de 45 quimiocinas, siendo las familias CC y CXC las más numerosas. Las principales quimiocinas con sus respectivos receptores y su principal función se resume en la Tabla 3. 
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			Las quimiocinas ejercen su función uniéndose a sus receptores de quimiocinas específicos expresados en muy diversos tipos celulares. Se han descrito 19 receptores de quimiocinas, también se agrupan en cuatro familias dependiendo a qué tipo de quimiocina se unen: i) receptor XCR1 que se unen a las quimiocinas C, ii) receptores CCR que se unen a quimiocinas CC, iii) receptores CXCR que se unen a quimiocinas CXC, iv) receptor CX3CR1 que se une a quimiocinas CX3C. Los receptores de quimiocinas presentan en su estructura 7 dominios transmembrana con tres bucles extracelulares y otros tres extracelulares. El extremo N-terminal extracelular determina la especificidad por la quimiocina, mientras que el extremo C-terminal intracelular permite la señalización intracelular al unirse a proteínas G tras la unión del receptos con su quimiocina (Figura 14). La existencia de distintos receptores de quimiocinas da lugar a un alto grado de especificidad, de modo que los receptores expresados en una célula en particular determinarán hacia qué tejido migrará dicha célula.


		




		

			 


			CAPÍTULO 2 

Activación de la respuesta inmu­nitaria innata.
El complemento. Moléculas y receptores de daño e infección. 
Moléculas de adhesión. Respuesta inflamatoria.


			Dr. Cándido Juárez


			2.1 Introducción


			En el sistema inmune se pueden distinguir dos grandes compartimentos estrechamente interconectados correspondientes a la inmunidad innata y a la inmunidad adaptativa. La colaboración de estos dos sistemas no solo nos protege de ataques externos, sino que también controla los cambios que se producen en nuestros propios componentes, lo que permite mantener la homeostasis del individuo. La inmunidad innata es filogenéticamente más antigua que la adaptativa, que no aparece hasta la llegada de los vertebrados, y en ella se incluyen las barreras anatómicas que dificultan la infección impidiendo la entrada de patógenos a nuestro organismo. Cuenta con distintos tipos de células especializadas y una gran diversidad de moléculas implicadas en el reconocimiento de patrones moleculares que están codificadas en la línea germinal. El sistema inmune innato activa y regula la respuesta adaptativa controlando el tipo de respuesta celular y humoral que se produce. Dentro de la inmunidad innata también se incluyen los componentes más primitivos del sistema del complemento, correspondientes a la vía alternativa, sobre los que posteriormente se han conectado elementos específicos de la vía de las lectinas y de la vía clásica. La activación de la vía clásica del complemento por inmunocomplejos es un ejemplo paradigmático del tremendo potencial que surge de la coordinación de elementos de la inmunidad adaptativa con elementos de la inmunidad innata.


			2.2 Barreras anatómicas


			La primera línea de defensa de nuestro organismo la constituyen las barreras epiteliales que incluyen la piel y las capas epiteliales mucosas que conectan con las aberturas del cuerpo (tracto gastrointestinal, vías respiratorias, tracto urogenital y glándulas secretoras) (Figura 1). No son únicamente barreras físicas, sino también mecánicas (por ejemplo, cilios, moco), químicas (por ejemplo, pH ácido), sustancias con actividad antimicrobiana (por ejemplo, dermicidina y psoriasina) y enzimáticas (por ejemplo, lisozima), dada la capacidad que tienen las células epiteliales de secretar distintas sustancias en colaboración con macrófagos y células dendríticas residentes en estas barreras. Entre estas sustancias se encuentran los péptidos antimicrobianos de unos 25 aminoácidos producidos por células epiteliales, queratinocitos y células de Globet, como las defensinas y catelicidina, que presentan aminoácidos hidrofóbicos capaces de interaccionar con las membranas microbianas promoviendo la lisis del microorganismo.
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			En el caso de que los patógenos superen estas barreras, serán reconocidos por receptores característicos de la inmunidad innata, que pueden ser tanto receptores solubles, de superficie celular o intracelulares, lo cual desencadena cambios en la actividad celular y la secreción de una serie de moléculas con efectos tanto locales como sistémicos, que tienen como objetivo la eliminación de dichos patógenos.


			2.3 Células de la inmunidad innata


			Aunque prácticamente todas las células del organismo pueden intervenir en la respuesta innata, se denominan células de la inmunidad innata a distintos tipos de leucocitos que a lo largo de la evolución se han especializado en mediar las funciones de la inmunidad innata. Entre las células de la inmunidad innata se incluyen monocitos, neutrófilos, basófilos eosinófilos, macrófagos, células dendríticas, células de Langerhans, mastocitos y células linfoides innatas (ILC, del inglés, innate lymphoid cells). Las ILC constituyen, tanto por sus características como por su modo de acción, un grupo claramente diferenciado del resto de leucocitos y de los linfocitos de la inmunidad adaptativa, tal y como se ha comentado en el anterior capítulo y de las que posteriormente, en el capítulo 4, se hablará de manera más extensa.


			2.4 Complemento


			El sistema complemento está constituido por una compleja red de proteínas solubles, expresadas en la superficie celular e intracelularmente, que pueden provocar respuestas inmunitarias citolíticas e inflamatorias altamente eficientes y sometidas a una estricta regulación para evitar sus potenciales efectos nocivos. Es clave en el reconocimiento y la eliminación de patógenos y células apoptóticas o sometidas a estrés, potencia la respuesta inmune innata, contribuye a la inmunidad adaptativa mejorando la generación de anticuerpos, la respuesta de las células T y la memoria inmunológica, y juega un papel fundamental en el inicio y desarrollo de las reacciones inflamatorias. Se han definido tres vías: clásica, alternativa y vía de las lectinas (Figura 2) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/101607504, capítulo 6).
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			La vía alternativa es un componente fundamental de la inmunidad innata presente en la filogenia mucho antes del desarrollo de la inmunidad adaptativa. La activación de la vía alternativa tras la hidrolisis de C3 y posterior unión y estabilización del fragmento C3b en la superficie de microorganismos, células sometidas a estrés, células apoptoticas, etc., induce la activación en cascada de una serie de serin-proteasas, que actuando sobre el propio C3 y otros componentes del complemento generarán un gran número de fragmentos C3a, C3b, C5a y C5b, entre otros, cuya consecuencia será, por un lado, la opsonización y lisis de las células sobre las que se han fijado dichos fragmentos y, por otro lado, la generación de factores con actividad quimiotáctica y anafiláctica que favorecerán la respuesta inflamatoria. 


			La vía clásica y la vía de las lectinas se activan por inmunocomplejos (vía clásica) y carbohidratos de los patógenos (vía de las lectinas) utilizando las moléculas C1q, C1r y C1s (vía clásica) y MBL y MASP-1 y MASP-2 (vía de las lectinas). Posteriormente, tanto la vía clásica como la vía de las lectinas utilizan C2 y C4 para generar las C3 y C5 convertasas, dando lugar a los distintos fragmentos y complejos que llevan a los procesos de opsonización, lisis celular, quimiotaxis y anafilaxis y aumentando la actividad de la vía alternativa gracias a la generación de más fragmentos C3b. Las tres vías confluyen compartiendo los últimos componentes de la vía para formar el complejo de ataque de membrana (MAC, del inglés, membrane attack complex).


			Dada la tremenda capacidad destructiva del complemento, es necesario que esté sometido a una regulación muy estricta a fin de disminuir al máximo los efectos nocivos que podría acarrear para las propias células del organismo. Aparte de la labilidad intrínseca de algunos de los fragmentos activos del complemento por la exposición de enlaces tioester, o la rápida inactivación de las convertasas sino se dan las condiciones adecuadas, existe una serie de proteínas reguladoras (por ejemplo, C1inhibidor, DAF, factor H, protectina) que son capaces de inhibir o destruir la actividad de proteínas, fragmentos y complejos en prácticamente todos los puntos de la cascada de activación. 


			Los componentes del complemento pueden tener funciones diversas aún por descubrir. Por ejemplo, C1q no solo es capaz de unirse a las regiones Fc de las inmunoglobulinas cuando forman inmunocomplejos, sino que también puede unirse a células apoptóticas o cuerpos apoptóticos favoreciendo su eliminación (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28596769). Por otro lado, una serie de estudios ha puesto de manifiesto que factores del complemento, como C3 y C5, actúan también intracelularmente (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28601357) con funciones claves en la activación y viabilidad celular. Finalmente, al igual que otros elementos de la inmunidad innata, algunos factores del complemento juegan un papel importante en procesos de activación y regulación de la respuesta inmune adaptativa (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28842749) o en procesos de maduración del sistema nervioso (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28826529), entre otros.


			2.5 Receptores de la inmunidad innata


			Las células que forman parte de la inmunidad innata han desarrollado un sistema de reconocimiento basado en la expresión de una serie de receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del inglés, pattern regognition receptors) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/101607504, capitulo 5), que no son exclusivos de las células del sistema inmune y están codificados en la línea germinal. Los PRR son capaces de reconocer patrones moleculares de los microorganismos (PAMP, del inglés, pathogen-associated molecular patterns) que no están presentes en nuestras células y que suelen corresponder a moléculas esenciales para dichos microorganismos. Además de las estructuras microbianas, los receptores de la inmunidad innata pueden reconocer moléculas propias, liberadas o expuestas por daño tisular y otras situaciones de estrés, por lo que se conocen como patrones moleculares asociados a peligro (DAMP, del inglés, danger-associated molecular patterns) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28530643). Entre los DAMP se pueden encontrar componentes de la cromatina, ácidos nucleicos extracelulares, ADN mitocondrial oxidado, ATP y otros nucleótidos, ácido úrico, fragmentos del citoesqueleto y proteínas de choque térmico. Además, los PRR no solo son capaces de reconocer estructuras presentes en microorganismos u otras sustancias nocivas o indicativas de daño celular, sino que también pueden detectar alteraciones en la homeostasis celular que tienen gran importancia en la toma de decisiones sobre el tipo de respuesta más adecuado para el huésped. En este sentido, el sistema inmune es capaz de distinguir entre microorganismos comensales beneficiosos y microorganismos patógenos. Ambos tipos de microbios expresan PAMP que pueden ser comunes y reconocidos por los mismos PRR; sin embargo, la distinta respuesta del sistema inmune frente a ellos demuestra que la respuesta escogida tras su reconocimiento no es una propiedad intrínseca de la interacción ligando-PRR, sino que otras señales adicionales son necesarias para determinar el tipo de respuesta frente a estos microorganismos.  


			Tras el reconocimiento de sus ligandos, los PRR van a desencadenar procesos muy diversos aunque, a grandes rasgos, podemos agruparlos en dos tipos: 


			a) 	Los implicados en la actividad fagocítica que eliminan directamente los agentes nocivos.


			b) 	Los implicados en señalización celular que activan la expresión de genes que regulan la respuesta inmune. 


			No obstante, algunos PRR son capaces tanto de fagocitar como de señalizar.


			2.5.1 Receptores con actividad fagocítica


			Macrófagos, neutrófilos, células dendríticas y monocitos son las principales células que llevan a cabo la fagocitosis. La mayoría de los tejidos contienen poblaciones residentes de macrófagos que funcionan como centinelas del sistema inmune innato. A través de varios receptores de la superficie celular reconocen estructuras presentes en microorganismos y células alteradas, envolviéndolos e internalizándolos en fagosomas, donde son destruidos y eliminados tras su fusión con los lisosomas y gránulos en el caso de neutrófilos, que tienen también un papel fagocítico importante tras ser reclutados a los sitios de infección o stress celular. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/101607504, capitulo 5). Además de unir y fagocitar microorganismos, las células dendríticas presentes en estos tejidos juegan un papel clave en el inicio de la inmunidad adaptativa, por su capacidad de migrar por los vasos linfáticos a los ganglios linfáticos regionales y presentar péptidos derivados de antígenos a las células T en el contexto de MHC. Además de desencadenar la fagocitosis, algunos receptores también intervienen regulando la producción de una serie de moléculas que influencian el desarrollo de la respuesta inmune, tanto innata como adaptativa. 


			Se pueden distinguir dos grupos de receptores implicados en fagocitosis: 


			a) Los que reconocen directamente PAMP o DAMP.


			b) Los que reconocen opsoninas (receptores solubles de la inmunidad innata que, tras reconocer PAMP o DAMP, facilitan su fagocitosis). 


			Entre los PRR celulares que reconocen directamente patrones moleculares de los microorganismos se encuentran los receptores de lectinas tipo C (por ejemplo, el receptor de manosa, dectina-1, DC-SIGN) y los receptores scavenger (por ejemplo, SR-A, SR-B). Dentro de los receptores que reconocen opsoninas se encuentran los receptores de domino de colágeno (por ejemplo, calreticulina), los de complemento (por ejemplo, CR1, CR3, CR4) y los de regiones Fc de inmunoglobulinas (por ejemplo, FcγR, FcαR). 


			Una vez fagocitados los microorganismos son destruidos por diversos agentes, entre los que destacan proteínas y péptidos con actividad antimicrobiana, pH ácido, enzimas hidrolíticas y la formación de radicales de oxígeno altamente reactivos.


			La actividad fagocítica no solo posibilita la eliminación de microorganismos, sino que también permite la eliminación de elementos propios, como desechos celulares, células apoptóticas, envejecidas, etcétera. El que una célula dañada sea fagocitada no es solo dependiente de que en su superficie se expongan DAMP o PAMP reconocidos por receptores en las células fagocíticas, sino también de la expresión de otras moléculas en las células diana que pueden inhibir la fagocitosis. Por ejemplo, la expresión elevada de CD47 en ciertas células tumorales impide su eliminación por fagocitosis (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28522599).


			2.5.2  Receptores implicados en señalización celular


			Varias familias de PRR van a ser capaces de activar vías de señalización potenciando la respuesta inmune innata e induciendo y dirigiendo el tipo de respuesta inmune adaptativa que se desarrolla. Los PRR pueden localizarse en la membrana plasmática, endosomas, lisosomas o citosol, lo que permite a la célula reconocer microorganismos o DAMP tanto extracelulares como intracelulares. Su expresión no está restringida a células de estirpe mieloide (macrófagos, monocitos, neutrófilos, eosinófilos, mastocitos, basófilos, células dendríticas) o linfoide, sino que pueden ser expresados por muchos tipos celulares entre los que cabe resaltar células epiteliales, endoteliales o fibroblastos.


			Entre estos receptores, se distinguen varias familias entre las que destacan los receptores tipo Toll (TLR, del inglés, toll-like receptors), receptores tipo RIG-I inducibles por ácido retinoico (RLR, del inglés, RIG-I-like receptors) receptores de lectina tipo C (CLR, del inglés, C-type lectin receptors), receptores tipo Nod (NLR, del inglés, Nod-like receptors) y sensores citosólicos de DNA (CDS, del inglés, cytosolic dsDNA receptors).


			2.5.2.1 TLR


			La idea que inicialmente se tenía sobre el carácter inespecífico y menos complejo de la inmunidad innata con respecto a la inmunidad adaptativa cambió radicalmente tras el descubrimiento de los TLR a mediados de la década de los 90. Hasta la fecha, 10 y 12 miembros de la familia TLR han sido identificados en humanos y ratones, respectivamente. Los TLR son proteínas transmembrana tipo I con una parte extracelular con motivos repetidos ricos en leucina que median el reconocimiento de PAMP o DAMP, una parte transmembrana y una cola citoplasmática que contiene un dominio denominado TIR (del inglés, Toll-IL-1 receptor) por su similitud con el motivo encontrado en los receptores de IL-1 (Figura 3). 
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			Los TLR existen como homodímeros o heterodímeros y se clasifican en dos categorías dependiendo de sus localizaciones celulares y los PAMP/DAMP que reconocen. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 y TLR10 se encuentran en la membrana citoplasmática y reconocen lípidos, proteínas y lipoproteínas, mientras que TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 están localizados en compartimentos endosomales donde reconocen ácidos nucleicos.


			Distintos TLR van a tener distinta capacidad de reconocimiento, por lo que, en conjunto, los TLR pueden detectar una gran variedad de PAMP, presentes en bacterias, virus, hongos o parásitos, así como diversos DAMP procedentes de células y tejidos cuya homeostasis se ha alterado (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25301932).


			Los dominios TIR de todos los dímeros de TLR sirven como sitios de unión para los dominios TIR de los adaptadores MyD88 y TRIF activando las vías de señalización intracelulares. La mayoría de TLR, independientemente de su localización en membrana citoplasmática, endosomas o lisosomas, unen la proteína adaptadora MyD88, activando las vías de señalización dependientes de MyD88, mientras que TLR3 se une a la proteína adaptadora TRIF activando las vías de señalización dependientes de TRIF. Solo TLR4 es capaz de unir tanto MyD88 (cuando está en la membrana plasmática) como TRIF (cuando está en endosomas, después de la internalización). Mediante el reclutamiento de estas y otras proteínas adaptadoras, tras el reconocimiento específico de sus ligandos, los TLR activan diversas vías de señalización en las que se ven involucrados factores de transcripción, entre los que destacan el factor nuclear kappa B (NF-kB), proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) y miembros de la familia de factores reguladores de interferón (IRF). Estos factores de transcriptión a su vez regularán la expresión de distintas citocinas proinflamatorias (por ejemplo, TNF, IL-1, IL-6 e IL-12) interferones de tipo I, quimiocinas (por ejemplo, IL-8, MCP-1), moléculas de adhesión (por ejemplo, E-selectina) y otros factores con el fin de eliminar agentes dañinos y mantener la homeostasis del individuo.


			La señalización de TLR está regulada negativamente por varias moléculas para mantener el control y evitar respuestas inmunes excesivas y sus consecuencias perjudiciales. Moléculas como TANK, IRAK-M, A20, SHP-1, miR-146a, miR-199a, miR-155, entre otras, regulan  negativamente la señalización TLR en diferentes pasos.


			2.5.2.2 RLR


			Los RNA virales también pueden ser reconocidos por otra familia de receptores citoplásmicos conocidos como RLR, de la que hasta el momento se han descrito tres miembros: RIG-I, MDA5, y LGP2. Son PRR solubles con actividad helicasa de RNA que se encuentran en el citosol de un gran número de tipos celulares como sensores de infección viral. Tras su unión al RNA viral, RIG-I y MDA5 sufren un cambio conformacional que permite su unión a la molécula adaptadora MAVS a través de las interacciones CARD-CARD. Como consecuencia de ello, MAVS forma agregados y recluta otras proteínas, entre las que se encuentran TRADD, TRAF3 y RIP1, que activan NEMO/IKK, conduciendo a la activación de los complejos IKK, que a su vez activan IRF-3, IRF-7 y NF-kB, lo que conduce a la expresión de interferones tipo I, citocinas y quimiocinas proinflamatorias (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21616437).


			2.5.2.3 NLR


			Los NLR son una familia de proteínas citosólicas capaces de reconocer un gran número de DAMP o PAMP. El genoma humano contiene aproximadamente 23 genes NLR que se dividen en tres grupos principales, según la presencia de dominios de reclutamiento de caspasas (NLRC), dominios de repetición inhibitoria de baculovirus (NLRB) o dominios de pirina (PYD). Entre los miembros mejor caracterizados de estas familias están NOD1 y NOD2 y los NRL, que forman parte de inflamosomas.


			2.5.2.3.1 NOD


			Las proteínas del dominio de oligomerización de unión a nucleótidos NOD1 y NOD2 están implicados en el reconocimiento de restos péptidoglicanos de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25526305). NOD1y NOD2 tienen otras funciones en infecciones no bacterianas y han sido implicados en el mantenimiento de la integridad intestinal, la composición de la microbiota y se han asociado a enfermedades inflamatorias crónicas y autoinmunes.


			Tras el reconocimiento de sus ligandos, NOD1 y NOD2 experimentan cambios conformacionales, oligomerizan y reclutan RIPK2 a través de interacciones homotípicas CARD-CARD lo que conducirá, entre otros cambios, a la poliubiquitinación (pUb) y posterior degradación del complejo NF-kB-IkBα, lo que permite la translocación al núcleo de NF-kB, que junto a la activación de las MAPKs regularán la expresión génica.


			2.5.2.3.2 Inflamasoma


			Los inflamasomas son grandes complejos multimoleculares que tienen la capacidad de controlar la activación de la enzima proteolítica caspasa-1. Tras el reconocimiento de sus ligandos, algunos miembros de la familia NLR no activan directamente la cadena de señalización intracelular que dispara la respuesta inmune, sino que oligomerizan y reclutan una proteína con el motivo CARD (ASC) y la enzima caspasa-1, que constituyen los pasos clave que llevan al reclutamiento y ensamblaje de otras proteínas en los inflamasomas, entre cuyas actividades destacan la maduración por proteólisis de la IL-1β e IL-18, que una vez secretadas activarán la respuesta inmune (Figura 4). El inflamasoma juega un papel clave en el desarrollo de los procesos inflamatorios y se ha demostrado que además induce la piroptosis celular, un proceso de muerte programada rápida. Las alteraciones en la regulación de la actividad de los inflamasomas se ha implicado en diabetes, aterosclerosis, Alzheimer y cáncer (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27153493).
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			2.5.2.4 CDS


			Los CDS reconocen el DNA presente en el citoplasma procedente de la infección por microorganismos o del propio huésped (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24655297). Tras a unión a sus ligandos, los CDS inducen la producción de interferones de tipo I, III y diversas citocinas. Se han identificado más de 10 sensores de DNA de doble cadena en el citosol, entre los que se encuentran AIM2, cGAS, IFI16, DDX41 STING, y LRRFIP1, que desencadenan diferentes vías de señalización de una manera específica. AIM2 induce la activación de un inflamasoma que conduce a la secreción de IL-1β e IL-18. La inducción de interferones de tipo I por ADN citosólico está mediada por la proteína de membrana del retículo endoplásmico STING (del inglés, stimulator of interferon genes). STING es también un sensor directo de dinucleótidos cíclicos (CDN) bacterianos y de mamíferos, activando las vías de señalización TBK-1/IRF-3 y NF-κB para inducir IFNs tipo I y citocinas proinflamatorias.


			2.5.2.5 CLR


			Los CLR son PRR localizados en la membrana citoplasmática que reconocen hidratos de carbono. Se expresan principalmente en monocitos, macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, células B y subconjuntos de células T. Algunos CLR, además de señalizar, también muestran actividad fagocítica. Se han descrito más de 15 CLR que reconocen específicamente uno o más restos de azúcar, tales como fucosa (por ejemplo, dectina-2, DC-SIGN), manosa (por ejemplo, receptor de manosa y DC-SIGN) y glucanos (por ejemplo, Dectin-1). Entre los factores implicados en la señalización por CLR se encuentran Syk, CARD9, MAP kinasas, NF-kB y AP-1 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25553393).


			Por último, aparte del complemento, la inmunidad innata cuenta también con una serie de PRR solubles entre los que se encuentran miembros de las familias de la colectina y de la pentraxina (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/101607504, capitulo 5).


			2.6 Moléculas de adhesión


			Para que la respuesta inmune se desarrolle adecuadamente es necesario que distintos tipos de leucocitos con diversas funciones migren de forma coordinada a los sitios donde se localiza el daño tisular. Uno de los efectos del reconocimiento de PAMP y DAMP por parte de las células de la inmunidad innata residentes en el tejido es la liberación de citocinas, quimiocinas y otros mediadores proinflamatorios que orquestan el reclutamiento de leucocitos de la sangre al tejido afectado. Posiblemente, el punto más crítico de este proceso es el paso de leucocitos a través del endotelio vascular, proceso en el que se han definido la fase de captura, rodamiento rápido y lento, activación, adhesión y extravasación leucocitaria o diapédesis (Figura 5). El proceso comienza con los cambios que se producen en la expresión y activación de las moléculas de adhesión P-selectina, E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 en el endotelio vascular. La interacción de las selectinas con CD44, PSGL-1 y ESL-1 en la superficie de los leucocitos inicia el proceso de rodamiento que desencadena una compleja red de interacciones entre endotelio y leucocitos en el que intervienen diversas moléculas de adhesión y receptores de quimiocinas y que culmina con el paso a través del endotelio de los leucocitos. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17717539). 
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			2.7 Respuesta Inflamatoria


			Cuando las barreras externas del huésped son sobrepasadas por microorganismos, se producen sustancias nocivas o señales de peligro en un tejido como consecuencia del estrés celular, que son reconocidos por los PRR de las células residentes del sistema inmune y de las propias células del tejido, pudiendo inducir una cascada compleja de eventos que constituyen la respuesta inflamatoria (Figura 6). La inflamación es un mecanismo de defensa rápido que permite limitar el daño y estimular los mecanismos de reparación tisular mediante el reclutamiento selectivo de células inmunes de la sangre al tejido dañado. En la respuesta inflamatoria se integran elementos de la inmunidad innata y adaptativa, así como otros mecanismos fisiológicos que el huésped también utiliza para mantener la homeostasis. Entre ellos cabe destacar la autofagia (macroautofagia), un proceso catabólico de la célula mediante el cual se forman vesículas autofágicas que van digiriendo componentes de la célula, desde agregados proteicos, orgánulos alterados y microorganismos, entre los que están PAMP y DAMP reconocidos por PRR de la inmunidad innata (http://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev-immunol-042617-053253). Un ejemplo de la estrecha interacción entre inmunidad innata y autofagia es el caso de las deficiencias en proteínas relacionadas con la autofagia que inducen daño por una activación aberrante de los inflamasomas. Por el contrario, los inductores de autofagia mejoran los síntomas de aquellas enfermedades relacionadas con una activación excesiva de los inflamasomas (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29248000). 
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			La inflamación localizada se produce en el sitio de infección o estrés celular y se caracteriza por calor, rubor, tumor, dolor y afectación de la función, consecuencia de la vasodilatación, aumento de la permeabilidad vascular con acumulación de líquidos, moléculas (por ejemplo, factores del complemento) y leucocitos. Además, ciertos mediadores liberados al torrente circulatorio tendrán efectos a nivel sistémico actuando sobre distintos tejidos, como el hipotálamo, con la aparición de fiebre, o el hígado, induciendo la producción de proteínas de fase aguda, que contribuyen a la resolución del proceso inflamatorio. Estas proteínas de fase aguda que se sintetizan sobre todo en el hígado y entre las que se encuentra la proteína C reactiva, proteínas amiloides, factores del complemento, haptoglobina, a-1-antitripsina, factores de la coagulación, etc., cumplen distintas funciones inmunológicas como son el reconocimiento de diversas estructuras de los microorganismos y opsonización de los mismos, el reclutamiento y activación de componentes celulares o el aislamiento de tejidos afectados. Así pues, diferentes mediadores pro- y antiinflamatorios se liberan durante distintas fases del proceso inflamatorio dependiendo del desencadenante y duración del mismo. La inflamación es una espada de doble filo ya que, por un lado, es capaz de eliminar elementos peligrosos, pero, por otro, produce daño al huésped. Por ello, una vez iniciado el proceso inflamatorio, se requiere un equilibrio coordinado entre la regulación positiva y negativa para garantizar el resultado más favorable para el huésped.


			En las respuestas inflamatorias agudas, el huésped elimina de forma rápida los efectos del estímulo nocivo y se restaura la homeostasis tisular. Esta respuesta se caracteriza por la producción de moléculas con actividad antimicrobiana directa, interferones de tipo I, citocinas, moléculas de adhesión, quimiocinas y enzimas como el óxido nítrico sintetasa inducible y ciclo oxigenasa 2. En el foco inflamatorio se acumulan fundamentalmente neutrófilos, a diferencia de la inflamación crónica en la que se acumulan principalmente monocitos, macrófagos y linfocitos. La inflamación crónica se produce en circunstancias en que los mecanismos de resolución rápida fallan. Puede ser debida a elementos infecciosos o no infecciosos. Obesidad, autoinmunidad, aterosclerosis, neurodegeneración y cáncer se encuentran entre las causas no infecciosas de inflamación crónica. La no resolución del proceso en la inflamación crónica tiene como consecuencia la prolongación en el tiempo de las alteraciones observadas en la inflamación aguda, incluidas la activación celular vía PRR, liberación de citocinas, quimiocinas, expresión de moléculas de adhesión, activación de leucocitos y activación de la inmunidad adaptativa. A su vez, estas alteraciones debidas a la inflamación crónica pueden promover el desarrollo de dichas patologías, creándose un círculo vicioso que dificulta su resolución (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27943646). La persistencia de la inflamación es perjudicial tanto para el órgano donde se produce como para otros órganos, por las repercusiones sistémicas de la inflamación crónica.


			2.8 Relación entre inmunidad innata e inmunidad adaptativa


			El control de la inmunidad adaptativa por la inmunidad innata está claramente establecido en la actualidad. El reconocimiento de PAMP y DAMP por PRR no solo activa la respuesta inmune innata y desencadena la respuesta inflamatoria, sino que, además, la activación de dichos PRR en células presentadoras de antígeno, especialmente en células dendríticas, conduce a la generación de respuestas inmunes adaptativas diferentes (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23973621). El papel que juegan diferentes PRR y tipos celulares en la inducción de respuestas inmunitarias adaptativas es complejo, pero, en general, la unión de ligandos a los PRR y el contexto en que se produce dicha unión dispara e instruye la respuesta inmune adaptativa, tanto en la selección de los antígenos reconocidos por las células T y B, como en la determinación del tipo de respuesta adaptativa promovida (Th1, Th2, Th17 o Treg, entre otras). La relación entre inmunidad innata y la inmunidad adaptativa no es unidireccional ya que, a su vez, las células de la inmunidad adaptativa influyen en la inmunidad innata mediante la producción de interferón gamma y otros mecanismos que favorecen la respuesta por células de la inmunidad innata. La acción combinada de los distintos tipos de células T y B, junto con la potenciación de la respuesta innata por parte de dichos linfocitos, instaurará, en la mayoría de los casos, la respuesta más efectiva para controlar y/o eliminar los agentes que provocan el daño al huésped.


		




		

			 


			CAPÍTULO 3 

Células presentadoras de antígeno


			Dr. Salvador Iborra


			3.1 Antígeno y Complejo Mayor de Histocompatibilidad 


			Tradicionalmente, se ha considerado que una sustancia es antigénica si desencadena la formación de anticuerpos específicos. En un sentido más amplio, un antígeno es toda sustancia susceptible de unirse a la región variable del receptor de los linfocitos T (TCR), al receptor de los linfocitos B (BCR) o a las inmunoglobulinas. Los antígenos son mayoritariamente proteínas, otras sustancias (lípidos, ácidos nucleicos, etc.) solo son antigénicas si están asociadas a proteínas. Al contrario de lo que ocurre con los linfocitos B, los linfocitos T no reconocen antígenos solubles o libres, sino asociados a unas glicoproteínas de membrana conocidas como las moléculas de histocompatibilidad (MHC) de clase I y de clase II, que son reconocidas por los linfocitos T CD8+ (citotóxicos) o linfocitos T cooperadores CD4+ (Th), respectivamente. Los antígenos deben ser procesados y presentados a los linfocitos T para garantizar la generación de una respuesta inmunitaria adaptativa diversa, específica y con capacidad de memoria. Una compleja maquinaria proteolítica procesa las proteínas en péptidos pequeños que se unen a los diferentes tipos de MHC. La principal procedencia de los péptidos que se unen a MHC de clase I es endógena o intracelular y exógena o extracelular para los de clase II. Si bien, los antígenos exógenos también pueden ser presentados por moléculas de clase I en un proceso denominado presentación cruzada (del inglés, cross-presentation), y antígenos endógenos pueden unirse a MHC de clase II en determinadas circunstancias (http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev-immunol- 032712-095910). 


			3.1.1 Sistema HLA


			Uno de los hallazgos más relevantes en el desarrollo de marcadores genéticos sanguíneos fue la caracterización del sistema HLA (del inglés, human leukocyte antigen), que es equivalente a las moléculas MHC encontrada en la mayoría de vertebrados. Jean Dausset (Premio Nobel de Medicina y Fisiología en 1980) encontró anticuerpos que reaccionaban con estructuras presentes en los leucocitos sanguíneos (antígenos leucocitarios), en sueros de pacientes tratados con transfusiones de diverso origen (https://doi.org/10.1016/j.humimm.2009.07.010). A partir de este hallazgo, Dausset hipotetizó que el organismo posee la capacidad de distinguir “lo propio” que debe ser salvaguardado, y lo “ajeno” que debe ser eliminado, lo que explicaría el rechazo en un trasplante o en una transfusión sanguínea. En sus propias palabras: “Las moléculas HLA del donante, al ser diferentes de las del receptor, se perciben como extrañas e inducen la respuesta inmunitaria que conduce al rechazo del trasplante”, y la importante consecuencia que se deriva de esta hipótesis: “Si los leucocitos de dos personas son compatibles, sus tejidos también lo son”. Posteriormente Dausset demostró que cuanto menor era el número de incompatibilidades entre los genes HLA del donante y el receptor, mayor es el tiempo de supervivencia de los injertos. En diversos encuentros científicos promovidos por el propio Dausset, se caracterizaron los antígenos HLA de clase I y de clase II. En humanos, existen tres loci que codifican para MHC de clase I, denominados HLA-A, HLA-B y HLA-C (Figura 1A), mientras que las moléculas de clase II (HLA-D) están formadas por tres subregiones: HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR. Todos los genes que codifican estos HLA se sitúan en el cromosoma 6. El MHC es por tanto poligénico (varios genes en cada individuo codifican por proteínas de similar función) y los genes que lo constituyen son característicamente codominantes (expresión simultánea de alelos procedentes de cromosomas homólogos y polimórficos). La poligenia, junto con la codominancia, permite que en cada célula se puedan expresar hasta seis moléculas diferentes de clase I y ocho de clase II. Esta diversidad se incrementa por el alto grado de polimorfismo de la mayoría de los genes estructurales del MHC en la población humana. Cada individuo puede unir un amplio y diverso repertorio peptídico distinto, lo que explicaría la diferente susceptibilidad a infecciones o enfermedades autoinmunitarias entre distintos individuos (https://doi.org/10.1016/j.humimm.2009.07.010). El propio Dausset estableció en 1967 la relación entre el HLA y distintas patologías; por ejemplo, una persona HLA-B27 positiva tiene 600 veces más posibilidades de padecer espondiloartritis anquilosante. Estos hallazgos le permitieron elaborar el concepto de “medicina predictiva”: anticipar la aparición de la enfermedad con un tratamiento preventivo, o evitar los factores desencadenantes. 


			HLA de clase I es un heterodímero muy asimétrico, con una cadena pesada α monocatenaria que incluye el sitio de unión al péptido, y una cadena β2-microglobulina que se asocia lateralmente y la estabiliza. El HLA de clase II es un heterodímero formado por una cadena α y una cadena β homogéneas, que se asocian de forma que el surco de unión del antígeno está constituido por ambas cadenas (Figura 1A). 
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			Una vez establecido el papel esencial del MHC en la respuesta inmunitaria, fueron Rolf Zinkernagel y Peter Doherty (Premios Nobel de Medicina y Fisiología en 1996) los que consiguieron desentrañar el mecanismo que explica su función. Estos investigadores observaron, de forma independiente, que para que los linfocitos T CD8+ aislados de un ratón infectado pudiesen reconocer y lisar células de otro ratón, estas debían ser infectadas por el mismo virus, y ambos tipos de ratón debían expresar la misma isoforma de MHC (https://www.nature.com/articles/248701a0). De esta forma, demostraron que la activación del linfocito T está determinada tanto por la naturaleza del antígeno (su secuencia aminoacídica), como por el subtipo de moléculas de MHC al que se une, un fenómeno denominado restricción por MHC. 


			3.1.2 Células presentadoras de antígeno


			Cualquier célula nucleada de nuestro organismo expresa MHC de clase I en su superficie, por tanto, puede presentar antígenos a linfocitos T CD8+. Por el contrario, la expresión de MHC de clase II está restringida a diversas poblaciones celulares (Figura 1B). Por un lado, existen células presentadoras profesionales (pAPCs): linfocitos B, macrófagos y células dendríticas (DCs). Por otro lado, ciertas poblaciones presentadoras atípicas expresan MHC de clase II de forma constitutiva (células linfoides innatas de tipo 3, ILC3) o inducible (granulocitos o células epiteliales). Ya sea por fagocitosis o por endocitosis, las pAPC son eficientes captadoras y procesadoras de antígenos, que posteriormente se presentan unidas a una molécula de MHC. En condiciones fisiológicas, los linfocitos B y los macrófagos participan principalmente en la presentación de antígenos a linfocitos T efectores, modulando su actividad (Figura 1A). La interacción de un linfocito Th folicular con un linfocito B, promueve que este secrete anticuerpos de diverso tipo (respuesta humoral), mientras que la interacción de un linfocito Th1 con el macrófago lo activa y permite la eliminación de patógenos intracelulares (respuesta celular). En cambio, las DCs pueden, en función del contexto celular, fomentar también la activación del linfocito T virgen.
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			3.2.1 Las células dendríticas (DCs)


			Las DCs constituyen la principal población de pAPC capaz de promover la activación de linfocitos T vírgenes. Aunque la primera descripción de DCs se debe al estudio de la piel por parte del histólogo Paul Langerhans a finales del siglo XIX, fueron necesarias siete décadas más para conocer cuál es la función inmunológica de esta población heterogénea. Durante la década de los 70, Ralph Steinman, junto con Zanvil A. Cohn, encontraron en el bazo de ratón una población celular minoritaria caracterizada por una morfología estrellada que denominaron células dendríticas (DC, del griego dendron: árbol), que les permitiría aumentar la superficie para establecer contactos intercelulares. La mayoría de los inmunólogos coetáneos consideraban al macrófago como la principal pAPC, por lo que el potencial significado biológico de las DCs generó considerable escepticismo. Durante los años siguientes, Steinman y sus colegas proporcionaron más evidencias de la singularidad de su nuevo tipo celular: expresión prominente las moléculas MHC (en particular de clase II) y capacidad estimuladora de células T no equiparable a otras subpoblaciones celulares del bazo. Además, Steinman demostró que las DCs podían procesar proteína antigénica e iniciar respuestas inmunitarias celulares específicas de antígeno. Por su trabajo pionero en el establecimiento de la función y biología de estas células, así como sus esfuerzos posteriores para el uso de las DCs en terapia y vacunación, Ralph Steinman recibió el Premio Nobel de Fisiología o Medicina en 2011. Según sus propias palabras: “Las DCs son los centinelas naturales del Sistema Inmunitario”, células fagocíticas que han evolucionado para detectar y responder constantemente a su entorno inmediato y comunicarse con los linfocitos T. Algunas de sus características únicas y que, potencialmente, podrían unificar a esta población a nivel funcional son: 


			a. Procesamiento y presentación de antígeno: Las DCs están especializadas en el procesamiento de antígenos y pueden (al contrario que otras células del sistema inmunitario) presentar de manera eficiente antígenos endógenos y exógenos en ambos contextos de MHC (clase I y clase II). Esta actividad presentadora está influenciada por su estado de maduración (ver apartado d).


			b. Migración. Las DCs están ubicadas estratégicamente en las barreras corporales (piel, mucosas) y también en los “puertos de entrada” de ciertos órganos, como la zona marginal esplénica. Las DCs deben poseer la capacidad de migrar de forma direccional y eficiente hacia las zonas de linfocitos T para garantizar la estimulación de los linfocitos vírgenes, ya sea dentro de su respectivo órgano linfoide de residencia o alcanzando los ganglios linfáticos que drenan el tejido. La migración periférica de DCs a través de los vasos linfáticos aferentes es dependiente de la expresión del receptor CCR7 en respuesta a quimiocinas (CCL19 y CCL21), moléculas de adhesión y a otros factores quimiotácticos. 


			c. 	Especialización en la activación de células T vírgenes. La capacidad de las DCs para estimular linfocitos T vírgenes in vitro no es equiparable a otras pAPCs. De hecho, diversos estudios realizados en ratones carentes de DCs han confirmado el papel central de estas pAPCs en el inicio de respuestas mediadas por células T vírgenes y en la re-estimulación efectiva de células T de memoria. El encuentro de células T con los complejos antígeno-MHC en DCs tiene, dependiendo de su contexto, diferentes consecuencias funcionales. Se cree que las respuestas productivas y protectoras de las células T, incluida la proliferación, la polarización de células T cooperadoras (Th) en diferentes subtipos funcionales y la formación de memoria, precisan de tres estímulos distintos (modelo de las tres señales): especificidad antigénica (afinidad del complejo péptido-MHC con el TCR), señales coestimuladoras proporcionadas por miembros de la familia B7 sobre la superficie celular de la DC y, por último, secreción de interleucinas. Para que se produzca una activación primaria y productiva del linfocito T virgen, las tres señales deben derivarse de DCs, en un contexto de interacción que se conoce como sinapsis inmunológica, en el cual las tres señales parecen provenir de la misma DC (es decir, actúan en cis sobre el linfocito). Únicamente DCs expuestas a patógenos o ligandos derivados de patógenos (y no únicamente la inflamación, o DCs estimuladas por citoquinas) y presentando el péptido adecuado, pueden dirigir la diferenciación de las células Th de forma completa. Esto sugiere que los mediadores inflamatorios pueden per se amplificar, pero no iniciar, la inmunidad adaptativa. Este sistema permite que las células T perciban de forma indirecta el contexto original del que procede el antígeno por el que son específicas, por ejemplo, su asociación con PAMP y DAMP, tal y como se describe en el siguiente apartado. 


			d. Mediación entre la inmunidad innata y la adaptativa. La respuesta inmunitaria innata está destinada tanto al control inespecífico de los agentes infecciosos, como a la activación de la pAPC para que sea capaz de desencadenar la inmunidad adaptativa. Las DCs poseen receptores PRR (del inglés, pattern-recognition receptor) que reconocen distintos PAMP (del inglés, pathogen-associated molecular pattern) o DAMP (del inglés, danger-associated molecular patterns), entre los que destacan los receptores de tipo Toll (TLR, del inglés, toll-like receptors) y los receptores de tipo lectina C (del inglés, CLR-C-type Lectin Receptors).


			e. Inducción de tolerancia periférica. El encuentro de los linfocitos T con DCs inmaduras que carecen de moléculas coestimuladoras (es decir cuando no han sido estimuladas eficientemente a través de sus PRR), contribuye al establecimiento de la tolerancia periférica. Estos mecanismos incluyen la muerte, anergia o supresión activa de linfocitos T, para lo cual las DCs pueden inducir linfocitos T reguladores (Treg) a nivel periférico. Además, las DCs también pueden silenciar directa y activamente las células T al expresar moléculas, tales como el ligando 1 de la muerte celular programada (PD-L1), que al unirse a su receptor en el linfocito T emite señales inhibitorias. El hecho de que las DCs estén bajo el control constante de células T reguladoras (Treg) tanto tímicas, como inducibles, supone una evidencia adicional de su papel central como “interruptores” de la respuesta inmune adaptativa. Cuando este “freno” basado en linfocitos Treg desciende, puede desencadenarse una respuesta autoinmunitaria o antitumoral latente mediada por linfocitos T citotóxicos (CTLs) autorreactivos.


			3.2.2 Subpoblaciones de DCs


			Las DCs exhiben una gran plasticidad y heterogeneidad funcional dependiendo de su ontogenia, de su distribución anatómica, de su estado de maduración y de otras características fenotípicas. Las DCs derivan de células madre hematopoyéticas presentes en la médula ósea, que se diferencian en diferentes precursores que posteriormente migran a la circulación sanguínea. Las pDCs (DCs plasmacitoides) proceden tanto de precursores linfoides como mieloides, mientras que las cDCs (DCs convencionales) derivan casi exclusivamente de precursores mieloides (Figura 1C). Por último, existe un tercer tipo de DCs derivadas de monocitos circulantes que se diferencian a DC en ciertos contextos inflamatorios y en humanos expresan CD14/CD16. 


			Las DCs “inmaduras” sanguíneas migran a los distintos tejidos en los que actúan como centinelas, vigilando la posible entrada de patógenos invasores, a los cuales capturan y procesan y, en función de las señales derivadas del patógeno, inician su maduración y migración a los órganos linfoides secundarios donde presentan los antígenos procesados a los linfocitos T vírgenes, iniciando una respuesta inmune específica. Desde un punto de vista funcional, podemos distinguir dos tipos de cDC: cDC1 y cDC2, que además se caracterizan por la expresión diferencial de marcadores de superficie en diferentes tejidos, tal y como se indica en la Figura 1C y cuya diferenciación parece iniciarse durante su desarrollo en la médula ósea. Funcionalmente, se ha demostrado que las cDC1, tanto en ratón como en humano, son superiores en su capacidad de presentación cruzada (ver sección 1.3.2) y por tanto en la generación de respuestas efectoras mediadas por CTLs frente a antígenos exógenos, en especial, frente a antígenos exógenos no solubles, derivados de células dañadas. También producen interleucinas de forma diferencial (IL-12 e IFN-α). En humanos, las cDC1 expresan CD141 (BDCA-3 o trombomodulina) y, tanto en humanos como en ratones, expresan el receptor de linfotactina (XCR1) y un CLR denominado Clec9a (DNGR-1), especializado en presentación cruzada de antígenos y capaz de reconocer y mediar el procesamiento antigénico de células necróticas o infectadas con virus. Por sus particulares características, las cDC1 parecen jugar un papel esencial en promover la inmunidad antitumoral, tal y como se ha comprobado en modelos tumorales en ratón (https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00018-015-2005-0). Su desarrollo ontógenico, depende de diversos factores de transcripción tales como IRF8 y BATF3. Las cDC2 humanas expresan CD1c y CD1a en función del tejido donde residan (Figura 1C). Funcionalmente, las cDC2 de ratón no están tan bien caracterizadas como las cDC1, pero parecen estar implicadas en la inducción de respuestas mediadas por linfocitos T CD4+ (en particular Th2 y Tfh). Su desarrollo a partir de precursores hematopoyéticos depende del factor de transcripción IRF4 (https://doi.org/10.1016/bs.ai.2017.01.003).


			3.3 Procesamiento antigénico 


			(https://www.immunology.org/public-information/bitesized-immunology/systems-and-processes/antigen-processing-and-presentation)


			3.3.1 Procesamiento de antígenos presentados por MHC de clase I


			Los linfocitos T CD8+ citotóxicos (CTLs) son capaces de explorar el repertorio peptídico expresado en cada célula nucleada del organismo para detectar la infección por un patógeno y eliminarla, así como, al menos potencialmente, eliminar células tumorales expresando neoantígenos derivados de mutaciones. Su TCR reconoce péptidos que son presentados por MHC de clase I. Estos péptidos presentan un tamaño medio de 9 aminoácidos que normalmente derivan de precursores más largos, que son recortados antes de unirse a su MHC específico y proceden principalmente del procesamiento proteolítico de proteínas endógenas propias o extrañas (Figura 2A). Además, las DC pueden presentar de forma cruzada péptidos derivados de antígenos exógenos (Figura 2B). El reconocimiento específico de los complejos MHC/péptido por el TCR en CTLs efectores provoca su activación, promoviendo la eliminación de la célula infectada o tumoral, por su acción citotóxica directa o por la liberación de interleucinas (IFN-γ y TNF-α). Diversas chaperonas, como calnexina, ERp57, y tapasina también contribuyen a estabilizar la cadena α y evitar que se degrade en ausencia de antígeno. Por su parte, la proteína disulfuro isomerasa (PDI) también se asocia al MHC de clase I y asiste en la carga del péptido en el sitio de unión de la cadena α.
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			3.3.1.1 En la vía clásica de procesamiento antigénico (Figura 2A)


			Los péptidos antigénicos que se unen a MHC de clase I proceden de precursores o productos finales derivados de la degradación citosólica de proteínas endógenas (reciclaje) o de productos ribosomales defectivos de la traducción (DRiPs). El proteasoma 26S es la principal endoproteasa celular en mamíferos. Su principal función es la degradación de proteínas con fallos en el plegamiento para el reciclaje de aa y el recambio de proteínas que ya han cumplido su función. No obstante, se cree que los DRiPs constituyen la principal fuente de péptidos presentados por MHC de clase I, lo que supondría una conexión directa entre la traducción de proteínas y la maquinaria de procesamiento de antígeno, y permitiría explicar la rápida presentación de péptidos virales en la superficie de las células infectadas. El proteasoma consiste en un complejo multiproteíco citoplásmico que degrada sustratos poliubicuitinilados (aquellos que han sido etiquetados para ser degradados mediante la unión de ubicuitinas a los grupos ε‐amino de sus lisinas). El proteasoma 26S está formado por un núcleo catalítico 20S y por dos subunidades reguladoras 19S, que son responsables de unir y desplegar a los sustratos poliubicuitinilados. El núcleo 20S está compuesto por 28 subunidades diferentes generando una estructura en forma de barril, lo que facilita el tránsito regulado de sustratos y la salida de los productos. El uso de inhibidores específicos revela que el proteasoma es la principal proteasa responsable de la generación del repertorio peptídico de MHC de clase I. El proteasoma genera el extremo carboxilo correcto de la mayoría de los péptidos endógenos que se presentan a CTLs, lo que no resulta sorprendente si tenemos en cuenta la baja especificidad de corte de este complejo proteolítico y la ausencia de actividad carboxipeptidasa significativa en el citosol y en el retículo endoplásmico (RE). En presencia de IFN-γ, tres nuevas subunidades β-catalíticas, LMP2, MELC-1 y LMP7, se incorporan a los proteasomas nacientes y reemplazan a las subunidades catalíticas constitutivas β1, β2 y β5, respectivamente. Estos nuevos complejos llamados inmunoproteasomas tienen una especificidad de corte distinta a los proteasomas estándares. En condiciones proinflamatorias se genera una gran cantidad de proteínas oxidadas y desplegadas que sobrepasan la actividad degradadora del sistema ubicuitina proteasoma, acumulándose en la célula. En dichas circunstancias, la principal función del inmunoproteasoma sería mantener la homeostasis y como resultado de la actividad degradadora conjunta del proteasoma y del inmunoproteasoma, aumentar la diversidad del repertorio de péptidos accesibles para la presentación por MHC de clase I. Finalmente, los péptidos generados (con un tamaño de hasta 35 aa) son transportados al RE a través del transportador asociado a procesamiento de antígeno (TAP). Los transportadores TAP experimentan un cambio conformacional y liberan el péptido en el interior del RE. Estos precursores pueden presentar extensiones en el extremo amino que son recortadas por aminopeptidasas citosólicas o del RE (como ERAP1). Los péptidos son posteriormente cargados en un complejo formado por la cadena α pesada naciente de MHC de clase I unida a la β2 microglobulina (β2m). Al conjunto constituido por TAP, tapasina, MHC de clase I, ERp57 y calreticulina se denomina complejo de carga del péptido (PLC). La tapasina interacciona con TAP, lo que permite la translocación del péptido desde el citoplasma al RE. Solo los péptidos con una estructura concreta se insertan en cada alelo de MHC de clase I distinto. De esta manera, si el péptido no encaja de manera correcta, sale dejando la cadena α unida nuevamente a las chaperonas, o se manda a degradación. Sin embargo, si el péptido tiene alta afinidad, este queda unido de forma estable, y el complejo MHC/péptido es transportado hasta la superficie celular a través de la vía secretoria constitutiva, donde puede ser reconocido por linfocitos T citotóxicos. 


			3.3.1.2 La presentación cruzada de antígenos exógenos 


			Fue observada por primera vez en 1976, cuando Michael J. Bevan demostró la aparición de una respuesta citotóxica mediada por linfocitos T CD8+ tras la inoculación en animales de células con diferentes aloantígenos (diferentes alelos de MHC). Se denominó cruzado ya que no se presentan antígenos que proceden directamente del citosol, sino que son procesados en vesículas, cuando lo normal es que estos sean presentados por MHC de clase II (Figura 2B). Los antígenos exógenos son ingeridos (endocitados o fagocitados) y pueden ser procesados en esta vía endocítica, por proteasas (principalmente catepsinas), que dan lugar a fragmentos peptídicos capaces de unirse a MHC de clase I reciclados desde la membrana plasmática (vía vacuolar). Dichos antígenos o productos degradados parciales también pueden transportarse desde las vesículas fagocíticas al citoplasma (vía citosólica). Esta translocación podría ocurrir mediante la proteína Sec61 del translocón del sistema de degradación asociada al retículo endoplásmico (ERAD, del inglés, endoplasmic-reticulum-associated protein degradation), sistema que garantiza la correcta “calidad” de las proteínas en este compartimiento. También se ha descrito que algunos patógenos puede romper el fagosoma como mecanismo de defensa, lo que facilitaría la translocación de los antígenos al núcleo. Una vez el antígeno es liberado al citoplasma sigue la “vía clásica” para clase I: ubiquitinación y procesamiento por el proteasoma en pequeños fragmentos. Estos entran a través de la proteína TAP en el RE y se ensamblan en MHC de clase I recién sintetizadas (https://doi.org/10.1146/annurev-immunol-041015-055254); (https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2014.00149/full).


			3.3.2 Procesamiento de antígenos presentados por MHC de clase II a linfocitos T CD4


			A diferencia del MHC de clase I, las moléculas de MHC de clase II solo se expresan constitutivamente en pAPCs, aunque en ciertas circunstancias (por ejemplo, tras estimulación con IFN-γ) también pueden ser expresadas por otros tipos celulares, tal y como se describió en la Figura 1B y 1D. Las moléculas de MHC de clase II unen péptidos de longitud variable (15-25 aminoácidos) derivados de proteínas exógenas degradadas en la vía endocítica ( ). Los complejos MHC de clase II consisten en cadenas α y β que se sintetizan por separado, se ensamblan en el RE y se estabilizan con la cadena invariante (li) (Figura 3). La cadena invariante Ii forma trímeros (Ii)3, y cada una de las unidades de Ii se asocia con una molécula de MHC, de modo que cubre el surco y dificulta la posibilidad de unión de péptidos endógenos citoplásmicos. El complejo de MHC de clase II con Ii es transportado desde el aparato de Golgi (trans-Golgi) hasta un compartimiento denominado compartimiento de MHC de clase II (MIIC) donde permanecerá varias horas y tendrá lugar su procesamiento. Estos compartimientos poseen un pH ácido que promueve la activación de las proteasas catepsina S y L que digieren, además de otros sustratos, la cadena invariante Ii, lo que genera un péptido residual asociado (CLIP) que permanecerá bloqueando el surco de unión de la molécula de clase II. Posteriormente, la vesícula que contiene CLIP:MHC de clase II continúa su camino “ascendente” y se fusiona con vesículas “descendentes” procedentes de la vía endocítica o fagocítica, que contiene péptidos derivados de la degradación proteolítica de antígenos exógenos y se produce un intercambio entre CLIP y el péptido antigénico. Este proceso requiere de la asociación de MHC de clase II a la chaperona HLA-DM (H2-M en ratón) y, en el caso de las células B, de la molécula HLA-DO (H2-O en ratón). Los complejos péptido-MHC de clase II son entonces transportados y fusionados con la membrana celular para que puedan interaccionar con los linfocitos T CD4+. A diferencia de las moléculas MHC de clase I, las de clase II no se disocian en la membrana plasmática y no se sabe con seguridad qué mecanismos controlan su degradación, si bien pueden ser ubiquitinadas e internalizadas por la vía endocítica. 
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Figura 4.
Esquema de la formacién y sefializacion del inflamasoma
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