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ADVERTENCIA


La veterinaria es un área en constante evolución. Aunque deben seguirse unas precauciones de seguridad estándar, a medida que aumenten nuestros conocimientos gracias a la investigación básica y clínica habrá que introducir cambios en los tratamientos y en los fármacos. En consecuencia, se recomienda a los lectores que analicen los últimos datos aportados por los fabricantes sobre cada fármaco para comprobar la dosis recomendada, la vía y duración de la administración y las contraindicaciones. Es responsabilidad ineludible del médico determinar la dosis y el tratamiento más indicado para cada paciente en función de su experiencia y del conocimiento de cada caso concreto. Ni los editores ni los directores asumen responsabilidad alguna por los daños que pudieran generarse a personas o propiedades como consecuencia del contenido de esta obra.
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ABREVIATURAS





ADCC Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos


ADP Adenosina difosfato


AHIM Anemia hemolítica inmunomediada


AITP Trombocitopenia autoinmune


ANA Anticuerpo antinuclear


ARNbc ARN bicatenario


ARNmc ARN monocatenario


ATP Adenosina trifosfato


BALT Tejido linfoide asociado a los bronquios


BCG Bacilo de Calmette-Guérin (Mycobacterium bovis)


BCR Receptor de antígeno de los linfocitos B


BHV Herpesvirus bovino


BLAD Deficiencia de adhesión leucocitaria bovina


BLV Virus de la leucosis bovina


BoLA Antígeno leucocitario bovino


BVDV Virus de la diarrea vírica bovina


C Complemento


CAM Molécula de adhesión celular


CBH Hipersensibilidad basófila cutánea


CD Grupo de diferenciación


CDR Región determinante de complementariedad


CDw Grupo de diferenciación (designación provisional)


CFT Prueba de fijación del complemento


CID Inmunodeficiencia combinada


CLL Leucemia linfoide crónica


CMH Complejo mayor de histocompatibilidad


ConA Concanavalina A


COX Ciclooxigenasa


CPA Célula presentadora de antígeno


CpG Citosina-guanosina


CR Receptor del complemento


CRP Proteína C reactiva


CSF Factor estimulador de colonias


DAF Factor acelerador de la degradación


DAG Diacil-glicerol


DC Célula dendrítica


DEA Antígeno eritrocitario canino


DMID Diabetes mellitus insulino-dependiente


DTH Hipersensibilidad retardada


EAE Encefalitis alérgica experimental


EAF Factor activador de eosinófilos


EAN Neuritis alérgica experimental


ECF Factor quimiotáctico de eosinófilos


ELISA Prueba de inmunoadsorción ligada a enzimas


EPO Peroxidasa del eosinófilo


Fab Fragmento de unión al antígeno


Fc Fragmento cristalizable (de una inmunoglobulina)


FCA Adyuvante completo de Freund


FcR Receptor de Fc


FeLV Virus de la leucemia felina


FITC Isotiocianato de fluoresceína


FIV Virus de la inmunodeficiencia felina


FOCMA Antígeno de membrana de células infectadas por oncornavirus felinos


FPT Fallo en la transferencia pasiva


GALT Tejido linfoide asociado al intestino


GDP Guanosina difosfato


GM-CSF Factor estimulador de colonias granulocito-macrófago


GPI Glucosil-fosfatidil-inositol


GTP Guanosina trifosfato


HAT Hipoxantina aminopterina timidina (medio)


HDN Enfermedad hemolítica del recién nacido


HEV Vénulas endoleliales altas


HI Inhibición de la hemaglutinación


HIV o VIH Virus de la inmunodeficiencia humana


HLA Antígeno leucocitario humano


HSP Proteína del choque térmico


Ia Molécula de clase II del CMH murino


ICAM Molécula de adhesión intercelular


ICH Enfermedad de injerto contra hospedador


IEL Linfocitos intraepiteliales


IFI Inmunofluorescencia indirecta


IFN Interferón


Ig Inmunoglobulina


IK Inmunoconglutinina


IKK Quinasa IκB


IL Interleuquina


IRAK Quinasa asociada al receptor de interleuquina


ISCOM Complejos inmunoestimulantes


ITAM Motivos de activación del inmunorreceptor vía tirosina


ITP Inositol trifosfato


J De unión (joining)


kDa Kilodalton


LAD Deficiencia de adhesión leucocitaria


LAK Células activadas por linfoquinas


LBP Proteína de unión a lipopolisacáridos


LD50 Dosis letal 50


LE Lupus eritematoso


LES Lupus eritematoso sistémico


LFA Antígeno asociado a la función leucocitaria


LGL Linfocito granular grande


LPS Lipopolisacárido


LT Linfotoxina (o leucotrieno)


β2M β2-microglobulina


MAC Complejo de ataque a la membrana


MASP Serín proteasa asociada a MBL


MBL Lectina de unión a manosa


M-CSF Factor estimulador de colonias de macrófagos


MG Miastenia grave


MIP Proteína inflamatoria de macrófagos


MLD Dosis letal mínima


MLV Vacuna viva modificada


MPGN Glomerulonefritis mesangioproliferativa


NF-κB Factor nuclear kappa-B


NK Asesina natural (célula)


NKT Linfocito T asesino natural


NO Óxido nítrico


NOD Dominio de unión a nucleótidos de oligomerización


NOS Óxido nítrico sintasa


NOX NADPH oxidasa


NS Célula supresora natural


OAS Oligoadenilato sintasa


PAF Factor de activación plaquetaria


PAMP Patrón molecular asociado a patógenos


PCA Anafilaxia pasiva cutánea


PF Fracción protectora


PFC Célula formadora de placas


PG Prostaglandina


PHA Fitohemaglutinina


pIgR Receptor para inmunoglobulinas poliméricas


PKC Proteín quinasa C


PLC Fosfolipasa C


PPD Derivado proteico purificado de tuberculina


PWM Mitógeno de la fitolaca (Phytolacca americana)


R Receptor (p. ej., IL-2R)


RAST Radioallergosorbent test (análisis de radioalergoabsorción)


RF Factor reumatoide


RIA Radioinmunoanálisis


RIG Gen inducible del ácido retinoico


S19 Vacuna de la cepa 19 de Brucella abortus


SAA Proteína amiloide del suero A


SAP Amiloide P sérico


SCID Inmunodeficiencia combinada grave


SID Prueba intradérmica única


SIDA Síndrome de inmunodeficiencia adquirida


SLA Antígeno leucocitario porcino


SMAC Grupo de activación supramolecular


STAT Transductor de señal y activador de la transcripción


TAP Transportador para el procesamiento del antígeno


TB Tuberculosis


TCID50 Dosis infectiva en cultivo tisular 50


TCR Receptor de antígeno del linfocito T


Tcs Linfocito T contrasupresor


TdT Desoxinucleotidil transferasa terminal


Th Linfocito T colaborador


TIL Linfocitos infiltrantes del tumor


TK Timidín quinasa


TLR Receptor de tipo Toll


TNF Factor de necrosis tumoral


TRAF Factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral


Treg Linfocito T regulador


UI Unidad internacional


VCAM Molécula celular de adhesión


VKH Síndrome de Vogt-Koyanagi-Harada


VLA Antígeno muy tardío


WC Workshop cluster (grupo de trabajo)


ZAP Proteína asociada a zeta










LETRAS GRIEGAS


Las letras griegas minúsculas se emplean ampliamente en inmunología para designar cadenas peptídicas y otras moléculas. A continuación se expone un listado de legras griegas con ejemplos de su uso.


Ejemplos de letras griegas en inmunología





α alfa Cadenas pesadas α (IgA)


β beta β2-microglobulina


γ gamma g globulina, γ interferón


δ delta Cadenas pesadas δ (IgD)


ε épsilon Cadenas pesadas ε (IgE)


ζ zeta Cadena ζ del CD3


η eta Cadena η del CD3


θ theta Antígeno θ (sinónimo de CD90)


κ kappa Cadenas ligeras κ


λ lambda Cadenas ligeras λ


μ mu Cadenas pesadas μ (IgM)


ν ípsilon Cadena pesada ν (IgY)


ϕ phi ϕX174, un bacteriofago


ψ psi Notación para un seudogén


τ tau Interferón-τ


ω omega Interferón-ω










PRÓLOGO


Ya han pasado treinta años desde la primera edición de este libro. La inmunología veterinaria ha cambiado en gran medida desde la década de los setenta, en la que apareció por primera vez esta disciplina, con la aplicación de las técnicas de biología molecular a los sistemas inmunitarios de los animales domésticos. En los años posteriores, se han añadido numerosos detalles a nuestro conocimiento de los procesos inmunológicos básicos. Muchas de las principales cuestiones de aquella década inicial han obtenido respuesta. Gran parte de lo que aún está por hacer corresponde a la clarificación detallada de vías y mecanismos ya conocidos, pero sólo a grandes rasgos. Sin embargo, todavía quedan muchas lagunas por investigar. Por ejemplo, aún se sabe muy poco de las diferencias interespecíficas y de por qué el sistema inmunitario funciona de distinto modo en las diferentes especies. La mayoría de los inmunólogos continúan estudiando los sistemas inmunitarios del ratón o del ser humano. Incluso los veterinarios parecen satisfechos con centrarse exclusivamente en las principales especies de animales domésticos. Resulta sorprendente lo poco que se sabe sobre el sistema inmunitario de la mayoría de los mamíferos no domésticos.


Las revoluciones experimentadas en genómica y en biología molecular han supuesto un gran avance, del que destaca una filogenia de los mamíferos ampliamente aceptada, lo que ha proporcionado una comprensión más clara de las relaciones evolutivas entre los principales grupos de mamíferos. Incluso las relaciones menos obvias, como la existente entre los cetáceos (ballenas y delfines) y los artiodáctilos (bóvidos) se han establecido con firmeza. A pesar de esto, la inmunología de los mamíferos aún adolece de una falta de carácter auténticamente comparativo. Desde la primera edición de este libro me ha preocupado la falta de patrones discernibles en la estructura y la función del sistema inmunitario entre las distintas especies de mamíferos. ¿Por qué algunas especies tienen macrófagos intravasculares pulmonares y otras no? ¿Por qué algunas especies se basan en la microflora intestinal para el desarrollo de los linfocitos B y otras no? Tengo firmes sospechas de que en la estructura y la función de los sistemas inmunes de los mamíferos hay patrones ocultos que todavía están por identificar. Si se consideran los desafíos inmunológicos a los que se ven expuestos los herbívoros y los carnívoros, estos últimos tienen una mayor probabilidad de verse expuestos a los patógenos de mamíferos al comer presas muertas o moribundas. Es indudable que esto debe haber afectado la evolución de sus sistemas inmunitarios. Si queremos discernir estas diferencias, creo que es esencial que los inmunólogos veterinarios se centren mucho más de lo que han hecho hasta ahora en los aspectos comparativos del sistema inmunitario. La finalización reciente de la secuenciación de todo el genoma de muchos mamíferos y la inminente secuenciación de otros proporcionarán una oportunidad inigualable para comparar los genes del sistema inmunitario e identificar los patrones que se relacionan de un modo directo con el funcionamiento de los sistemas inmunitarios en todos los mamíferos. Como pequeño gesto de apoyo a este enfoque filogenético, me he asegurado de enumerar las especies de mamíferos domésticos en orden filogenético en toda esta nueva edición: caballo/bóvidos/oveja/cerdo/gato/ratón/ser humano.






ORGANIZACIÓN


El diseño global de este libro es básicamente el mismo que el de las ediciones previas. La primera mitad de la obra trata de ofrecer una revisión elemental de la inmunología básica. En la segunda mitad se abarca la inmunología veterinaria aplicada. Por tanto, la primera mitad debe considerarse como una revisión, no como texto de referencia, y no pretende ser completa en todos los detalles. La intención es ofrecer a los estudiantes de Medicina Veterinaria (tanto pre- como posgraduados) una base para comprender los aspectos aplicados de la materia. Se han realizado tres cambios principales en los capítulos para intentar mejorar el proceso de aprendizaje: el capítulo sobre complemento se ha desplazado a la sección sobre inmunidad innata en reconocimiento a su relevancia fundamental como mecanismo de defensa innata y como desencadenante destacado de la inflamación. El capítulo sobre citoquinas, con su extensa lista de este tipo de moléculas, se ha sustituido por un capítulo en el que se describen las generalidades de las citoquinas, los receptores de estas moléculas y la transducción celular. Además, se ha ubicado al principio del libro (cap. 6) como capítulo de ciencias básicas. Los lectores que busquen una amplia lista de citoquinas pueden encontrarla en un nuevo apéndice. El capítulo sobre serología y técnicas serológicas se ha llevado al final del libro, no por su falta de relevancia, sino porque la serología suele enseñarse por separado de las asignaturas principales en el contexto de laboratorio.


Los últimos cuatro años han sido testigos de una serie de avances espectaculares en inmunología veterinaria. Sin embargo, las vacunas de ADN y las vacunas basadas en piensos se han introducido en el mercado. El debate sobre la duración de la inmunidad y los intervalos de vacunación ha disminuido de intensidad. Desde el punto de vista científico, está justificado utilizar intervalos mucho mayores entre las dosis de las vacunas. No obstante, la experiencia muestra que la mayoría de los veterinarios en ejercicio mantienen su política de revacunación anual.


Se puede afirmar que los avances más significativos en inmunología veterinaria en los últimos cuatro años han sido los estudios del Dr. Larry Glickman y sus colegas sobre la prevalencia de los efectos secundarios asociados con las vacunas en perros y gatos. Utilizando una enorme base de datos con detalles de varios millones de complicaciones procedentes de una gran red de hospitales veterinarios, el Dr. Glickman se ha constituido en la fuente más fiable para estimar la prevalencia de dichas complicaciones. Esta prevalencia es unas diez veces superior a la cifra obtenida a partir de las notificaciones voluntarias. Al mismo tiempo, él y sus colegas han mostrado que los perros pequeños tienen un riesgo mucho mayor de sufrir estos efectos secundarios que los más grandes y han cuestionado la práctica de administrar la misma dosis de vacuna a los animales con independencia de su tamaño. Se han identificado pocas enfermedades inmunológicas nuevas, aunque la práctica continua de cruces endogámicos entre las mascotas domésticas sigue suponiendo una fuente continua de enfermedades genéticas para los investigadores interesados en ellas.


Otro de los temas que trata esta edición es la nueva información sobre la inmunidad innata. Por ejemplo, en la actualidad se dispone de mucha más información sobre los receptores de tipo Toll y su papel central a la hora de desencadenar tanto la inmunidad innata como la de tipo adquirido. Parece que estos receptores no solo son fundamentales para la inmunidad innata, sino que desempeñan un papel fundamental en la regulación de las respuestas de los linfocitos B. También se incluye nueva información sobre los receptores de las células natural killer (NK), puesto que existen grandes diferencias interespecíficas en la forma en la que las células NK reconocen sus objetivos. Por último, el tema de los péptidos antibacterianos se ha ampliado en gran medida, debido a que cada vez se reconoce más su relevancia en la inflamación y la inmunidad innata. Otro de los temas que también pueden adquirir un papel destacado en el futuro es el libre intercambio de membranas entre las células. Como resultado, por ejemplo, los neutrófilos bovinos pueden adquirir parches de membranas superficiales, junto con sus receptores asociados, de los macrófagos. Esto puede tener efectos significativos sobre su función.


En el área de la inmunidad adquirida, los nuevos avances consisten en una mayor comprensión de las diferencias notables existentes en la inmunoglobulina D (IgD) entre las especies. Los conejos siguen siendo el único grupo de mamíferos principales en los que no se ha identificado IgD. No se sabe si esto es real o si solo es preciso buscar con más detalle. Se han identificado muchas citoquinas nuevas, así como un gran número de moléculas CD. Es tentador sugerir que las moléculas identificadas más recientemente tienen menos relevancia que las previas, pero esto es algo que solo el tiempo aclarará. Sin embargo, una vez dicho todo lo anterior, está claro que la existencia de una tercera población de linfocitos T cooperadores (los linfocitos Th17) y sus actividades en el eje IL-23/IL-17 pueden explicar muchas situaciones complejas hasta el momento. Por ejemplo, los linfocitos Th17 parecen ser fundamentales para la resistencia a los hongos, y también parecen desempeñar el papel fundamental en la patogenia de la artritis reumatoide. Se dispone de mucha información nueva sobre la filogenia del sistema inmunitario y se están identificando nuevas inmunoglobulinas a un ritmo continuo. Se ha mapeado el complejo mayor de histocompatibilidad de los felinos. Se han identificado nuevos receptores de IgA. Las señales que determinan el desarrollo de distintos fenotipos de macrófagos se han aclarado. Sin embargo, para que no nos durmamos en los laureles, recientemente se ha demostrado que los neutrófilos murinos expresan receptores de antígenos del linfocito T.


En el campo de la resistencia antimicrobiana aplicada, parte de la información reciente más interesante proviene de la identificación de los mecanismos encargados de que las bacterias comensales no invadan la pared intestinal ni desencadenen una inflamación descontrolada. Asimismo, se dispone de una gran cantidad de información novedosa sobre inmunofluorescencia y del declive de la función inmunitaria a medida que los perros y los gatos envejecen. También se ofrecen nuevos datos de las funciones de los linfocitos g/d, de los efectos de los nematodos sobre los eosinófilos, así como sobre algunas de las vacunas de ADN más recientes contra el virus del Nilo occidental y el melanoma canino.


En el campo de las enfermedades inmunológicas, contamos con nueva información sobre la heredabilidad de la enfermedad atópica. Se describen enfermedades «nuevas», como el síndrome de Stevens-Johnson, el síndrome hemofagocítico y la enfermedad sarcolémica autoinmune en perros, así como las inmunodeficiencias variables comunes y la polisinovitis mediada por mecanismos inmunes en caballos. También se ofrece información sobre los mecanismos de acción de los fármacos inmunosupresores más recientes y su uso en las enfermedades de los animales domésticos.


Por último, queremos animar encarecidamente a los lectores a consultar la página de internet Evolve de este libro*. Aunque dicha página está en constante evolución y mejora, se puede encontrar en ella una colección de más de 450 preguntas de respuesta múltiple (con las respuestas) correspondientes a cada capítulo, así como todas las figuras del libro (disponibles para su descarga), una pequeña colección de animaciones amablemente prestadas por el Dr. Abdul Abbas y todas las referencias de los capítulos con enlace a PubMed. También se puede encontrar una actualización mensual de la nueva información obtenida de la literatura actual sobre inmunología veterinaria. Todos estos contenidos están organizados según los capítulos del libro para permitir que el lector se mantenga actualizado en este campo rápidamente creciente y excitante.







Ian Tizard


itizard@cvm.tamu.edu, Department of Veterinary Pathobiology, Texas A&M University, College Station, Texas









* Todos los recursos descritos a continuación acompañan la edición original, por lo que se encuentran en lengua inglesa.
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PUNTOS CLAVE






• El sistema inmune protege al animal frente a la invasión microbiana y es, por tanto, esencial para la vida.



• Se necesitan múltiples mecanismos para asegurar la ausencia de enfermedad. Estos incluyen las barreras físicas que excluyen a los patógenos, la inmunidad innata que proporciona una protección inicial rápida y la inmunidad adquirida que proporciona una inmunidad prolongada efectiva.



• Una forma de la inmunidad adquirida está mediada por los anticuerpos. Los anticuerpos protegen frente a patógenos extracelulares, como las bacterias. Los anticuerpos circulan en los fluidos corporales, especialmente en la circulación sanguínea.



• Otra forma de inmunidad adquirida es la inmunidad mediada por células. Esta protege al animal frente a patógenos intracelulares, como los virus.



• La inmunidad adquirida tiene la capacidad de recordar, previa exposición a los microorganismos invasores extraños, y desarrollar una respuesta más rápida y efectiva en subsiguientes exposiciones a un patógeno. Esto asegura de forma eficaz la supervivencia del animal ante las continuas amenazas microbianas.





El organismo animal contiene todos los componentes necesarios para mantener la vida. Es cálido, húmedo y rico en muchos nutrientes diferentes. Por ello, los tejidos animales son sumamente atractivos para los microorganismos que buscan invadirlos y explotar esos recursos en su beneficio. La magnitud de este ataque microbiano puede verse con facilidad cuando muere un animal. A las pocas horas, especialmente si hace calor, un organismo se descompone rápidamente conforme los microbios invaden sus tejidos. Por otra parte, los tejidos de los animales vivos y sanos son muy resistentes a la invasión microbiana. De hecho, la supervivencia de un animal depende del éxito de sus defensas frente los invasores microbianos. Esta resistencia se debe a múltiples mecanismos de defensa in terrelacionados. La defensa del organismo está incluida en la disciplina de la inmunología y constituye el tema de este libro.


Dado que la resistencia eficaz a la infección es esencial, el organismo no puede depender de un único mecanismo de defensa, sino que deben estar disponibles varios mecanismos de defensa para que esta sea efectiva y segura. Algunos son eficaces frente a muchos invasores diferentes, y otros solo destruyen organismos específicos. Algunos actúan a nivel de la superficie corporal para rechazar a los invasores, y otros actúan en el interior del organismo para destruir los microorganismos que han superado la defensa exterior. Algunos protegen frente a bacterias, otros frente a virus que viven en el interior de las células, y algunos frente a patógenos grandes como hongos o parásitos helmintos e insectos. La protección del organismo proviene de un complejo sistema de mecanismos defensivos que se superponen e in terrelacionan de modo que puedan, en conjunto, destruir o controlar a casi cualquier patógeno. El fracaso de estas defensas ya sea por la destrucción del sistema inmune (como sucede en el síndrome de inmunodeficiencia adquirida; SIDA) o a causa de que los microor ganismos superan o evaden las defensas, da lugar a la enfermedad y posible muerte. Un sistema inmunitario eficaz no es solo útil, es esencial para la vida misma.






BREVE HISTORIA DE LA INMUNOLOGÍA VETERINARIA


Nuestro reconocimiento de la importancia de las defensas del organismo frente a la invasión microbiana no se desarrolló hasta después de que la comunidad médica aceptara el concepto de enfermedad infecciosa. Cuando infecciones como la viruela o la peste se extendieron por las primeras sociedades humanas, mucha gente murió, aunque hubo personas que se recuperaron. Casi nunca se fijaron en que estos individuos recuperados se mantenían sanos tras posteriores brotes (signo de que habían desarrollado una inmunidad efectiva). Sin embargo, hacia el siglo xii los chinos habían observado que esos individuos que se habían recuperado de la viruela eran resistentes a posteriores ataques de esta enfermedad. Como eran gente práctica, infectaron deliberadamente a niños con viruela introduciendo costras de personas infectadas en pequeños cortes en la piel. Los niños que sobrevivieron a la enfermedad resultante quedaron protegidos frente a la viruela de por vida. Los riesgos inherentes a este procedimiento eran aceptables en una época de alta mortalidad infantil, aunque al adquirir experiencia con esta técnica se comprobó que usando costras de los casos más suaves se reducían los riesgos. Como resultado, la mortalidad por inoculación de viruela (o variolización) cayó hasta niveles del 1% comparada con la mortalidad de hasta el 20% en los casos de viruela clínica. El conocimiento sobre la variolización se extendió hacia el oeste hasta Europa a principios del siglo xviii, y la práctica fue pronto utilizada.


Desde el siglo IX los brotes de peste bovina habían sido algo frecuente en toda Europa occidental, matando inevitablemente ingentes cantidades de ganado vacuno. Como ninguno de los remedios tradicionales tenía éxito, y como las lesiones en la piel recordaban vagamente a las que aparecían en la viruela, en 1754 se sugirió que la inoculación podría ayudar. Esto implicaba mojar un cordel en las secreciones nasales de un animal con peste y luego introducirlo en una incisión en la papada del animal que había que proteger. La enfermedad resultante era generalmente más suave que la infección natural, y el animal inoculado se hacía resistente a la enfermedad. Este procedimiento se hizo muy popular, y diversos expertos recorrieron toda Europa inoculando vacas y probando que quedaban protegidas frente a la enfermedad.


En 1798 Edward Jenner, un médico inglés, demostró que el material de lesiones de viruela bovina podía sustituir a las costras de viruela en la variolización. Como la viruela bovina no causa enfermedad grave en las personas, su uso redujo los riesgos de la variolización a niveles insignificantes. La eficacia de este procedimiento, llamado vacunación (del latín vacca) fue tal que se utilizó en la década de 1970 para finalmente erradicar la viruela del mundo.


Una vez aceptados los principios generales de la inoculación (incluso aunque nadie tuviera ni la menor idea de cómo funcionaba), se realizaron diversos intentos para prevenir otras enfermedades animales mediante procedimientos similares. Algunas de estas técnicas tuvieron éxito, y así, el material de la viruela ovina se usó con éxito para proteger a las ovejas, en un procedimiento que se denominó ovinación y que fue muy usado en Europa. Igualmente, la inoculación para la pleuroneumonía bovina consistía en insertar un pequeño trozo de un pulmón infectado en un corte en la cola. Esta se caía en unas pocas semanas, ¡pero el animal se volvía inmune! Aunque el procedimiento era efectivo, el material infectado de la cola también era capaz de diseminar la enfermedad, retardando su erradicación. Por otra parte, la administración de costras de viruela bovina en la nariz de cachorros de perros para prevenir el moquillo canino, aunque muy utilizado, resultó un completo fracaso.


No fue hasta 1879 cuando se comprendieron realmente las implicaciones generales de las observaciones de Jenner sobre la viruela bovina y la importancia de reducir la capacidad de un microorganismo inmunizante para producir enfermedad. En ese año, Louis Pasteur en Francia investigó el cólera aviar, una enfermedad producida por la bacteria que hoy conocemos como Pasteurella multocida (fig. 1-1). Pasteur tenía un cultivo de este microorganismo que fue olvidado accidentalmente en el laboratorio durante las vacaciones de su asistente. Cuando el asistente regresó e intentó infectar pollos con este cultivo envejecido, las aves se mantuvieron sanas (fig. 1-2).
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FIGURA 1-1 Louis Pasteur realizó descubrimientos clave que condujeron al desarrollo de vacunas frente a agentes infecciosos. Este dibujo lo muestra como el buen pastor «Le bon Pasteur», reflejando el descubrimiento de una vacuna frente al carbunco, 1882.


Copyright Institut Pasteur. Con autorización.
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FIGURA 1-2 El experimento de Pasteur sobre el cólera aviar. Las aves inoculadas con un cultivo envejecido de Pasteurella multocida no murieron. Y cuando, posteriormente, fueron inoculadas con un cultivo fresco virulento de P. multocida se mantuvieron protegidas.




Pasteur conservó esos pollos, que posteriormente usó en un segundo experimento, en el que se les inoculó un cultivo fresco de P. multocida capaz de matar otros pollos. Para su sorpresa, las aves resistieron la infección y no murieron. En un notable ejemplo de deducción científica, Pasteur reconoció inmediatamente que este proceso era similar al uso de la viruela bovina para vacunar propuesto por Jenner. En la vacunación, la exposición del animal a una cepa de un organismo incapaz de producir enfermedad (una cepa avirulenta) puede provocar una respuesta inmune. Esta respuesta inmune protegerá al animal frente a una posterior infección por una cepa capaz de producir enfermedad (o cepa virulenta) del mismo o similar organismo. Habiendo establecido el principio general de la vacunación, Pasteur lo aplicó por primera vez al carbunco. Consiguió un cultivo avirulento de la bacteria del carbunco (Bacillus anthracis) mediante el cultivo a temperaturas inusualmente altas para este microorganismo, y estos microorganismos atenuados se usaron entonces como vacuna para proteger a ovejas frente a la inoculación de la bacteria virulenta del carbunco. Posteriormente, Pasteur desarrolló una vacuna eficaz frente a la rabia secando médula espinal de conejos infectados de rabia, y usando ese material seco como vacuna. El proceso de secado consiguió atenuar eficazmente al virus rábico (y probablemente matar gran cantidad del mismo).


Aunque Pasteur solo usó microorganismos vivos en sus vacunas, no pasó mucho tiempo hasta que Daniel Salmon y Theobald Smith en los Estados Unidos demostraran que también podían utilizarse microorganismos muertos como vacunas. Estos investigadores demostraron que un cultivo de una bacteria denominada Salmonella enterica cholerasuis (entonces llamada Bacillus suipestifer y que se creía causa del cólera porcino) inactivado por calor podía proteger a las palomas frente a la enfermedad causada por el mismo organismo. Algo más tarde, Emil Von Behring y Shibasaburo Kitasato en Alemania, demostraron que el filtrado de un cultivo del bacilo del tétanos (Clostridium tetani) podía proteger a los animales frente al tétanos, incluso aunque no contuviera bacterias. Por tanto, los productos bacterianos, en este caso la toxina tetánica, también actuaban como protectores.


Hacia 1900, se conocía bien la existencia de inmunidad frente a las enfermedades infecciosas de los animales. Desde entonces, los inmunólogos han conseguido identificar las bases moleculares y celulares de esta inmunidad antimicrobiana. Junto con este conocimiento se ha desarrollado la capacidad de utilizar los mecanismos inmunes para aumentar la resistencia a las enfermedades infecciosas. Asimismo, se ha clarificado el papel del sistema inmune en numerosos procesos patológicos. Y aunque se ha aprendido mucho, también queda mucho por investigar. El estado actual de la inmunología en lo que respecta a las especies de interés veterinario es el contenido de este libro.









LA INVASIÓN MICROBIANA


En el mundo existe una amplia y muy diversa serie de microorganismos, incluyendo bacterias, virus, hongos, protozoos y parásitos helmintos. En su intento por sobrevivir, muchos de estos microorganismos ven al organismo de los animales como una rica fuente de nutrientes y un lugar donde cobijarse. Por tanto, buscarán formas de invadir los tejidos animales, lo que, generalmente, nuestro sistema inmune evita o al menos controla. Si estos microorganismos son capaces de vencer nuestras defensas, pueden producir enfermedad. Algunos microorganismos han evolucionado para conseguir invadir a los animales. Estos agentes infecciosos solo pueden sobrevivir si son capaces de evitar el sistema inmune durante el tiempo suficiente para replicarse y transmitir su progenie a un nuevo hospedador. Mientras que para un animal resulta esencial poder controlar a los agentes infecciosos, estos se encuentran bajo una presión selectiva mucho mayor, ya que deben encontrar un hospedador o morirán. Los microorganismos que no pueden eludir o superar las defensas inmunes no podrán sobrevivir en un hospedador y serán eliminados.


A un microorganismo capaz de producir enfermedad se le denomina patógeno. Es importante señalar que, en cualquier caso, solo una pequeña proporción de los microorganismos presentes en el mundo están asociados a los animales, y tan solo una proporción aún menor de estos tienen la capacidad de evadir las defensas inmunes y convertirse en patógenos.


Los microorganismos varían mucho en su capacidad de causar enfermedad (o de eludir las defensas del hospedador). Esta capacidad se conoce como virulencia. Por tanto, un microorganismo muy virulento tiene una capacidad mayor de derrotar al sistema inmune y producir enfermedad que otro microorganismo con baja virulencia. Si una bacteria puede causar enfermedad en casi todos los casos en que invade a un individuo sano, incluso si lo hace en bajo número, entonces se le conoce como patógeno primario. Ejemplos de patógenos primarios podrían ser el virus del moquillo canino, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), que produce el SIDA; y Brucella abortus, que causa abortos transmisibles en el ganado bovino. Otros patógenos pueden poseer una virulencia baja y producir enfermedad solo si son administrados en cantidades muy altas o si las defensas del hospedador se encuentran alteradas con anterioridad. Estos son los llamados patógenos oportunistas, y ejemplos de ellos podrían ser bacterias como Mannheimia hemolytica y hongos como Pneumocystis carinii. Estos microorganismos raramente, si acaso, producen enfermedades en individuos sanos.









LAS DEFENSAS DEL ORGANISMO






Barreras físicas


La protección más efectiva del organismo es el rechazo a la entrada, ya que sin esta barrera una buena defensa es prácticamente imposible. Puesto que la exclusión de los invasores microbianos resulta esencial para la supervivencia, no es sorprendente que los animales utilicen muchas estrategias de defensa distintas. De hecho, el organismo utiliza muchas líneas de defensa superpuestas (fig. 1-3). Como resultado, un organismo que haya conseguido atravesar la primera línea deberá enfrentarse a una segunda barrera de grado superior, y así sucesivamente. La primera y más obvia de estas capas son las barreras físicas a la invasión. Por ejemplo, la piel intacta proporciona una barrera efectiva frente a la invasión microbiana. Si estuviera dañada, las infecciones pueden tener éxito, sin embargo, la cicatrización asegura que esta barrera se repara rápidamente. En otras superficies corporales, como en los tractos respiratorio y gastrointestinal, las defensas físicas simples incluyen los procesos de «autolimpieza»: tos, estornudos y el flujo mucoso en el tracto respiratorio; vómito y diarrea en el gastrointestinal; y el flujo de la orina en el sistema urinario. La presencia de una microbiota normal establecida en la piel y el intestino también excluye a muchos invasores potenciales. Los microorganismos comensales bien adaptados a vivir sobre las superficies corporales pueden excluir por competición a microorganismos patógenos menos adaptados.
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FIGURA 1-3 Las tres principales vías por las que el organismo animal se defiende frente a la invasión microbiana.











Inmunidad innata


Las barreras físicas, aunque esenciales para excluir a los patógenos, no son completamente efectivas por sí mismas, y con tiempo y persistencia suficientes un microorganismo invasor podría finalmente sobrepasar obstáculos meramente físicos. Pero los animales no están continuamente enfermos, probablemente porque muchos de los intentos de invasión microbianos son bloqueados antes de dar lugar a enfermedad. Esta es la misión del sistema inmune innato. Por tanto, este segundo nivel de defensas consiste en mecanismos tanto químicos como celulares de respuesta rápida (tabla 1-1). La inmunidad innata se basa en el hecho de que los microorganismos invasores son químicamente distintos de los componentes normales del organismo, de manera que los animales tienen enzimas que pueden digerir la pared celular bacteriana y acelerar su destrucción. Los animales también tienen células que pueden reconocer las moléculas habitualmente asociadas con microorganismos invasores y destruirlos.


Tabla 1-1 Comparación de la inmunidad innata y adquirida






	 

	Inmunidad innata siempre activa

	Inmunidad adquirida activada por antígenos






	Células implicadas

	Macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, células NK

	Linfocitos T y B






	Historia evolutiva

	Ancestral

	Reciente






	Inicio

	Rápida (minutos-horas)

	Lenta (días-semanas)






	Especificidad

	Estructuras microbianas comunes

	Antígenos únicos






	Potencia

	Puede ser exagerada

	Rara vez es exagerada






	Memoria

	Ninguna

	Memoria importante






	Efectividad

	No mejora

	Mejora con la exposición







El organismo animal puede concentrar sus mecanismos innatos de defensa en los lugares de invasión microbiana en el complejo conjunto de reacciones que denominamos inflamación. Durante la inflamación, los cambios o daños en los tejidos producidos por la invasión microbiana dan lugar a un incremento del flujo sanguíneo y a la acumulación de células que pueden atacar y destruir al patógeno. Estas células, llamadas neutrófilos y macrófagos, pueden destruir a la mayoría de organismos invasores y así evitar su diseminación a lugares no infectados del organismo. El organismo también utiliza enzimas que son activadas por la presencia de un patógeno y que van a dar lugar a la destrucción microbiana. Estas enzimas forman lo que es conocido como sistema del complemento. Algunas de las células involucradas en la inflamación también pueden reparar los tejidos dañados una vez los patógenos han sido destruidos.


Los animales también poseen moléculas antimicrobianas naturales como la lisozima, una enzima capaz de digerir carbohidratos, y numerosas proteínas de unión a carbohidratos. Algunas de estas moléculas circulan constantemente, mientras que otras son inducidas por la presencia de bacterias o tejidos dañados. Estas proteínas pueden unirse a los microorganismos invasores y acelerar su destrucción.


El sistema inmune innato no tiene ningún tipo de memoria, y cada infección es tratada de la misma manera. Por tanto, la intensidad y duración de procesos como la inflamación se mantienen inalteradas, independientemente de lo frecuente que se encuentre a un pató geno determinado. Pero, por otra parte, siempre está listo para actuar inmediatamente en cuanto se detecte un patógeno.









Inmunidad adquirida


La inflamación y otros componentes de la inmunidad innata resultan esenciales para la defensa del organismo, y los animales que no pueden desarrollar una respuesta innata eficaz morirán por una infección incontenible. No obstante, estos mecanismos innatos no pueden ofrecer la solución definitiva para la defensa del organismo. Lo que se necesita realmente es un sistema de defensa que pueda reconocer y destruir a los patógenos y aprender de ese proceso, de manera que, en el caso de que volvieran a invadir el organismo, se pudieran destruir de forma más eficiente. En este sistema, cuanto más frecuentemente se encuentre un individuo con un patógeno, más efectivas serán sus defensas frente a ese microorganismo. Este tipo de respuesta adaptada es función de la inmunidad adquirida.


La inmunidad adquirida tarda al menos varios días en ser eficaz (fig. 1-4), pero, a pesar de que se desarrolla lentamente resulta increíblemente efectiva. Cuando un animal al final desarrolla una respuesta adquirida frente a un patógeno, las posibilidades de una infección exitosa se reducen considerablemente, y de hecho, el animal puede ser completamente inmune. La inmunidad adquirida es un sistema complejo y sofisticado que proporciona el último nivel de defensa del organismo, cuya importancia se aprecia realmente cuando es destruido. Así, en pacientes humanos de SIDA, la pérdida de inmunidad adquirida lleva inevitablemente a no poder controlar las infecciones y a la muerte.
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FIGURA 1-4 Evolución de la inmunidad innata y adquirida. Las barreras de superficie proporcionan una protección inmediata. Los mecanismos innatos proporcionan protección rápida que mantiene a los invasores microbianos acorralados hasta que la inmunidad adquirida pueda desarrollarse. La inmunidad adquirida puede tardar días o semanas en ser efectiva.




Una diferencia clave entre la inmunidad innata y adquirida reside en el uso de los receptores para reconocer microorganismos invasores extraños. La inmunidad innata utiliza receptores pre-existentes que pueden unirse a moléculas y patrones moleculares que se encuentran habitualmente en muchos microorganismos distintos. Por el contrario, las células de la inmunidad adquirida producen de forma aleatoria un enorme número de receptores estructurales únicos. Estos receptores pueden combinarse con una ingente serie de moléculas extrañas. Debido a que la capacidad de unión de estos receptores se genera al azar, no están predestinados para reconocer una determinada molécula extraña, pero colectivamente pueden reconocer casi a cualquier microorganismo invasor.


La inmunidad adquirida puede reconocer a los patógenos externos, destruirlos y desarrollar una memoria de este encuentro, de manera que, si el animal vuelve a encontrarse con el mismo organismo una segunda vez, la inmunidad adquirida responderá más rápidamente y de forma más eficaz. Tal sofisticado sistema debe ser complejo, entre otras razones, por la variedad de potenciales patógenos. Los invasores microbianos pueden dividirse en dos amplias categorías: una incluye a los microorganismos que se generan fuera del organismo, incluyendo a la mayoría de bacterias y hongos, así como muchos protozoos y parásitos helmintos; la segunda categoría incluye a los microorganismos que se originan o viven dentro de las propias células del organismo, es decir, virus y bacterias o protozoos intracelulares. Por tanto, la inmunidad adquirida posee dos ramas principales que protegen frente a cada una de estas dos categorías de patógenos. Así, una rama del sistema inmune se dirige contra los pa tógenos extracelulares o exógenos. Las proteínas denominadas anticuerpos favorecen la destrucción deestos patógenos. Este tipo de respuesta inmune se denomina humoral, puesto que los anticuerpos se encuentran en los fluidos orgánicos (o «humores»). La otra rama principal del sistema inmune se dirige contra los patógenos intracelulares o endógenos, que invaden las células. Las células especializadas destruyen estas células infectadas o anómalas. Este tipo de respuesta se conoce por tanto como respuesta inmune mediada por cé lulas.












RESPUESTA INMUNE MEDIADA POR ANTICUERPOS


Poco después de que Pasteur descubriera que era posible conseguir inmunidad frente a los agentes infecciosos mediante la vacunación, se descubrió que las sustancias que proporcionaban esta inmunidad podían encontrarse en el suero sanguíneo (fig. 1-5). Por ejemplo, si se tomaba suero de un caballo que había sido vacunado frente al tétanos (o que se había recuperado de la enfermedad) y se inoculaba a un caballo normal, el animal receptor se convertía en resistente al tétanos durante varias semanas (fig. 1-6).
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FIGURA 1-5 Diferencia entre suero y plasma. El plasma contiene moléculas capaces de coagular la sangre que no se encuentran en el suero.
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FIGURA 1-6 Transferencia de la inmunidad al tétanos por medio de suero de un caballo inmunizado. Esto demuestra claramente que los anticuerpos son suficientes para conferir inmunidad frente al tétanos.




Las moléculas protectoras encontradas en el suero de un animal inmunizado son proteínas denominadas anticuerpos. Los anticuerpos frente a la toxina tetánica no se encuentran en el suero de caballos normales, pero se producen tras la exposición a la toxina tetánica como resultado de la infección o la vacunación. La toxina tetánica es un ejemplo de sustancia extraña que estimula una respuesta inmune, y el nombre general que designa a estas sustancias es antígeno. Si se inocula un antígeno en un animal, se producirán anticuerpos capaces de unirse al mismo y asegurar su destrucción. Los anticuerpos son específicos y solo se unirán al antígeno que estimula su producción. Por ejemplo, los anticuerpos producidos en respuesta a la toxina tetánica solo se unen a esta. Cuando los anticuerpos se unen, «neutralizan» la toxina de forma que deja de ser tóxica para el animal. De esta manera, los anticuerpos protegen a los animales frente a los efectos letales del tétanos.


La evolución de la respuesta de anticuerpos a la toxina tetánica puede seguirse tomando muestras de sangre de un caballo a intervalos determinados tras la inoculación de la toxina (o de la toxina químicamente detoxificada, conocida como toxoide tetánico, un procedimiento mucho más seguro). La sangre se deja coagular y se recoge el suero limpio. La cantidad de anticuerpos en el suero se puede estimar por su capacidad de neutralizar una cantidad estándar de toxina. Tras una única inoculación de toxina a un caballo que nunca antes se había expuesto a ella no se detectan anticuerpos hasta transcurridos varios días (fig. 1-7), aproximadamente una semana. Cuando al fin aparecen los anticuerpos en el suero, sus niveles se incrementan hasta alcanzar un pico entre los días 10 al 20 antes de volver a disminuir y desaparecer en unas pocas semanas. Durante esta primera respuesta o respuesta primaria la cantidad de anticuerpos producidos, y por tanto, la cantidad de protección conferida, es relativamente escasa.





[image: image]

FIGURA 1-7 Evolución característica de la respuesta inmune a un antígeno medida por los niveles de anticuerpos séricos. Obsérvense las importantes diferencias entre una respuesta primaria y una secundaria.




Si algún tiempo después se inocula una segunda dosis de toxina o toxoide al mismo caballo y se sigue la respuesta de anticuerpos, el tiempo hasta que se detectan los anticuerpos no dura más de 2 o 3 días. La cantidad de anticuerpos en el suero entonces se incrementa rápidamente hasta niveles superiores a la primera vez y luego descienden lentamente. Los anticuerpos pueden detectarse durante meses o incluso años después de esta segunda inoculación. Una tercera dosis del antígeno administrada al mismo animal daría lugar a una respuesta inmune caracterizada por un menor tiempo necesario para producir los anticuerpos y una mayor y más prolongada respuesta de anticuerpos. Como se describirá más adelante en este libro, los anticuerpos producidos tras repetidas inoculaciones son más capaces de unirse y neutralizar la toxina que los producidos al inicio de la respuesta inmune. El incremento de la respuesta inmune a los agentes infecciosos mediante la inoculación repetida de un antígeno constituye la base de la vacunación.


Comparada con la respuesta a la primera dosis, la respuesta del animal a una segunda dosis del antígeno ocurre mucho más rápidamente, los anticuerpos alcanzan niveles más altos y duran mucho más tiempo. Esta respuesta secundaria es específica, ya que solo puede ser inducida por una segunda dosis de un antígeno. Una respuesta secundaria puede inducirse varios meses o incluso años tras la primera inoculación del antígeno, aunque su intensidad tiende a reducirse con el tiempo. Una respuesta secundaria puede inducirse también incluso en aquellos casos en los que la respuesta del animal a la primera inoculación fuera tan débil que no pudiera detectarse. Estas características de la respuesta secundaria indican que el sistema productor de anticuerpos tiene la capacidad de «recordar» exposiciones anteriores a un antígeno. Por ello, la respuesta inmune secundaria es también conocida como respuesta anamnésica (del griego anamnesis que significa memoria). Sin embargo, debe señalarse que repetidas inoculaciones del antígeno no conducen a reacciones cada vez mayores de forma indefinida. Los niveles de anticuerpos en el suero están regulados de forma que su incremento tiende a detenerse incluso tras múltiples dosis de antígeno o tras la exposición a muchos antígenos diferentes.









RESPUESTA INMUNE MEDIADA POR CÉLULAS


Si un fragmento de tejido vivo como el riñón o la piel se retira quirúrgicamente de un animal y se injerta en otro de la misma especie, sobrevivirá unos días antes de ser rechazado por el receptor. Este proceso de rechazo de injerto es significativo porque demuestra la existencia de un mecanismo por el cual las células extrañas que difieren solo ligeramente de las propias son rápidamente reconocidas y destruidas. Incluso células con anomalías estructurales mínimas pueden ser reconocidas como extrañas por el sistema inmune y destruidas, aunque aparentemente estuvieran sanas. Estas células anómalas incluyen células viejas, células infectadas por virus, y algunas células cancerosas. La respuesta inmune frente a células extrañas, tal como se observa en el rechazo de injertos, demuestra que el sistema inmune puede reconocer y destruir células anormales.


Si se transplanta un fragmento de piel de un perro a otro no emparentado con el primero, sobrevivirá unos 10 días. Al principio la piel injertada parecerá sana, e incluso se desarrollarán vasos sanguíneos entre el injerto y el hospedador. Pero aproximadamente al cabo de una semana estos nuevos vasos sanguíneos comenzarán a degenerar, el aporte de sangre al injerto se suspende y el injerto morirá y se eliminará (fig. 1-8). Si se toma un segundo injerto del primer donante y se vuelve a injertar en el mismo receptor, no sobrevivirá más de uno o dos días antes de ser rechazado. Por tanto, el rechazo del primer injerto es relativamente débil y lento de forma similar a la respuesta primaria de anticuerpos, mientras que el segundo injerto estimula el rechazo muy rápidamente y de forma más potente, de forma muy similar a la respuesta secundaria de anticuerpos. El rechazo de injertos, al igual que la formación de anticuerpos, es una respuesta inmune específica, ya que una rápida reacción secundaria solo tiene lugar si el segundo injerto proviene del mismo donante que el primero. Como ocurre con la formación de anticuerpos, el proceso de rechazo de injertos también implica la existencia de memoria, puesto que un segundo injerto puede ser rechazado más rápidamente incluso meses o años después del primero.
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FIGURA 1-8 Evolución característica del rechazo a un injerto de piel extraña. La intensidad del proceso de rechazo es mucho mayor cuando se realiza un segundo injerto. Obsérvese la similitud entre este diagrama y la figura 1-7.




Sin embargo, el rechazo de injertos no es completamente idéntico a la inmunidad mediada por anticuerpos, ya que no puede traspasarse de un individuo sensibilizado a un animal sano mediante el suero. La capacidad para desarrollar una respuesta secundaria a un injerto solo puede traspasarse entre animales mediante células vivas. Las células que lo hacen son denominadas linfocitos y se encuentran en el bazo, nódulos linfáticos o sangre. Los procesos de rechazo de injertos están mediados ante todo por linfocitos y no por anticuerpos séricos, y son un buen ejemplo de la respuesta inmune mediada por células.









MECANISMOS DE LA INMUNIDAD ADQUIRIDA


En algún sentido la inmunidad adquirida puede compararse con un estado totalitario en el que los extranjeros son expulsados, aquellos ciudadanos que se comportan correctamente son tolerados, pero aquellos que «se desvían» del comportamiento adecuado son eliminados. Aunque esta analogía no debe llevarse muy lejos, tales regímenes presentan claramente una serie de características. Estas incluyen defensas en las fronteras y un cuerpo de policía que mantenga a la población bajo vigilancia y elimine rápidamente a los disidentes. En el caso de la inmunidad adquirida, la respuesta mediada por anticuerpos sería la responsable de mantener fuera a los extranjeros, mientras que la respuesta mediada por células sería la responsable de frenar la disidencia interna. Organizaciones de este tipo también tienden a desarrollar un sistema de salvoconductos, de manera que los extranjeros y los disidentes que no posean ciertas características sean rápidamente detectados y tratados convenientemente.


De forma similar, cuando un antígeno extraño entra en el organismo, primero debe ser atrapado y procesado de manera que pueda ser reconocido como extraño. Si es reconocido como tal, esa información debe llegar al sistema productor de anticuerpos o al responsable de la respuesta mediada por células. Estos sistemas deben entonces responder mediante la producción de anticuerpos específicos y/o de células capaces de eliminar al antígeno. La inmunidad adquirida también debe recordar este suceso para que la siguiente vez que el animal se exponga al mismo antígeno su respuesta sea más rápida y eficaz. El sistema inmune también aprende cómo producir anticuerpos o células que puedan unirse más firmemente al patógeno. En nuestra analogía con un estado totalitario, el cuerpo de policía se entrenaría para reconocer a determinados extranjeros o disidentes y para responder de manera más rápida cuando los encuentre.


Por tanto, podemos diferenciar cinco componentes principales en la inmunidad adquirida (fig. 1-9).



1. Células que pueden atrapar y procesar antígenos para luego presentarlos para su reconocimiento a las células del sistema inmune.



2. Células que presentan receptores para esos antígenos procesados. Estas células pueden unirse y responder al antígeno (células sensibles al antígeno).



3. Células que, una vez activadas por el antígeno, producirán anticuerpos específicos o participarán en la respuesta mediada por células contra el antígeno (células efectoras).



4. Células que mantendrán el recuerdo del suceso y reaccionarán rápidamente frente a ese mismo antígeno si se lo encuentran posteriormente.



5. Células que regulan esta respuesta y se aseguran de que funciona de forma adecuada.
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FIGURA 1-9 Un sencillo diagrama de flujo que muestra las características esenciales de la respuesta inmune adquirida.




Todas estas poblaciones de células se pueden encontrar en el organismo. El antígeno es atrapado, procesado y presentado por diversos tipos de células, que incluyen a las células dendríticas y a los macrófagos. Los linfocitos denominados B y T presentan receptores específicos para antígenos extraños siendo, por tanto, capaces de unirse al antígeno procesado y de responder a él adecuadamente. Los linfocitos también actúan como células de memoria iniciando la respuesta inmune secundaria. Los linfocitos que intervienen en la respuesta mediada por células son los linfocitos T, y los que intervienen en la respuesta mediada por anticuerpos son los linfocitos B. La respuesta inmune está regulada principalmente por poblaciones de linfocitos T. Aquellos que promueven las respuestas inmunes se denominan linfocitos T colaboradores, y los que las inhiben se denominan linfocitos T reguladores.


En los siguientes capítulos se revisarán primero los mecanismos involucrados en la inmunidad innata. A continuación se verá en detalle la inmunidad adquirida y se examinarán cada uno de sus componentes básicos. Se seguirá con el papel del sistema inmune en la protección de los animales frente a la invasión microbiana. También se revisará qué ocurre cuando el sistema inmune funciona de forma anómala, bien por exceso o bien de forma inadecuada.









DÓNDE ACUDIR PARA OBTENER INFORMACIÓN ADICIONAL


Muchas revistas veterinarias publican artículos de interés para los inmunólogos. Algunas de las más importantes son las siguientes: Acta Veterinaria Scandinavica, American Journal of Veterinary Research, Australian Veterinary Journal, The Veterinary Journal, Canadian Journal of Comparative Medicine, Journal of the American Veterinary Medical Association, Journal of Comparative Pathology, Journal of Veterinary Internal Medicine, Research in Veterinary Science, Veterinary Immunology and Immunopathology, Veterinary Pathology y The Veterinary Record.


Para obtener información relativa a los descubrimientos sobre inmunología básica (con artículos ocasionales de temas de interés veterinario) el lector debería revisar revistas como Nature, Science, Journal of Immunology, Trends in Immunology, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, New England Journal of Medicine, Infection and Immunity, Immunity, Immunogenetics e Immunology.


Al igual que en numerosos campos científicos, Internet puede resultar una excelente fuente de información en inmunología veterinaria, si bien se debe tener cuidado y verificar la información obtenida. Algunas direcciones de interés incluyen PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) que proporciona un acceso rápido a revistas científicas, y Comparative Immunoglobulin Workshop (http://www.medicine.uiowa.edu/cigw/), que proporciona información actual sobre las estructuras de las inmunoglobulinas. Otro recurso online de investigación en inmunología que utiliza modelos animales se puede encontrar en la siguiente dirección: www.animal.ufl.edu/hansen/Immunology_resources/VETIMMUNORESOURCES.htm. Los lectores pueden también visitar la página web de la Asociación Americana de Inmunólogos Veterinarios en www.theaavi.org/ u organizaciones nacionales de inmunología como la Asociación Americana de Inmunólogos en www.aai.org/. La Sociedad Británica de Inmunología tiene una página web con una guía del sistema inmune en www.immunology.org/resources_gdoi.php.
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PUNTOS CLAVE






• El cuerpo reconoce la invasión por microorganismos debido a las moléculas comunes que expresan en su superficie, o por sus ácidos nucleicos característicos. Estas moléculas se denominan patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP). También se reconoce la aparición de moléculas liberadas de los tejidos dañados. Estas moléculas se denominan alarminas.



• Los PAMP son reconocidos por los receptores tipo Toll (TLR) en las superficies celulares y por otros receptores localizados en el interior celular.



• Los receptores de reconocimiento de patrones se encuentran en muchos tipos celulares. Las células más importantes son los macrófagos, las células dendríticas (DC) y los mastocitos, llamadas centinelas por realizar esta función.



• Las señales desde los TLR inducen en las células centinela su activación y la secreción de numerosas moléculas diferentes. Algunas de estas moléculas son citoquinas que activan el proceso de la inflamación.



• Las citoquinas proinflamatorias más importantes son el factor de necrosis tumoral-α (TNF-α), la interleuquina-1 (IL-1) y la interleuquina-6 (IL-6) así como numerosas quimioquinas diferentes.



• Algunas de estas moléculas estimulan el incremento del flujo sanguíneo local e incrementan la permeabilidad vascular.





Los agentes infecciosos, como las bacterias o los virus pueden multiplicarse muy rápidamente. Una simple bacteria con un tiempo de generación de 50 minutos puede producir una descendencia de aproximadamente 500 millones de bacterias en 24 horas. Por ello, si un microorganismo como el anterior penetra en un organismo, debe ser reconocido y eliminado antes de que lo lesione. El tiempo es primordial y una demora puede ser fatal. El organismo puede emplear los mecanismos inmunes innatos de respuesta rápida como primera línea de defensa frente a estos invasores, siendo el más importante el proceso de inflamación aguda.


La inflamación es vital, ya que garantiza que las moléculas y las células de defensa se concentren rápidamente en el lugar de invasión microbiana y de lesión tisular. La inflamación implica la activación y la migración directa de numerosas moléculas diferentes, especialmente neutrófilos y macrófagos, desde el flujo sanguíneo a los lugares de invasión. Estas células están normalmente localizadas en el flujo sanguíneo y pueden migran hacia las zonas infectadas con el objetivo de destruir a los invasores. Así mismo, numerosas moléculas de defensa, tales como anticuerpos y componentes del sistema del complemento, se encuentran normalmente solo en sangre. Este extenso grupo de moléculas penetran en los tejidos solo durante la inflamación. La inflamación, entonces, proporciona un mecanismo por el cual la defensa se concentra en una región localizada (fig. 2-1), y permite que células y moléculas ataquen y destruyan a los invasores. Después, cuando los invasores son eliminados comienza la reparación de los tejidos lesionados.





[image: image]

FIGURA 2-1 Visión de conjunto de las características esenciales de la inflamación aguda, un mecanismo innato para reclutar células y otros mecanismos defensivos. Se activa por la invasión microbiana y por lesión tisular.








CÓMO SE RECONOCE A LOS INVASORES


La inflamación se inicia cuando el organismo siente que está siendo atacado. Esto implica el reconocimiento de cualquiera de las dos señales generadas bien por la invasión de microorganismos, o bien por células lesionadas o muertas. Hay dos grandes grupos de señales. Uno consiste en moléculas liberadas tras la lesión o la muerte celular, que se denominan alarminas. El otro grupo consiste en moléculas o patrones moleculares asociados con microorganismos invasores. Colectivamente, estas últimas son denominadas patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP). Ambas, las alarminas generadas internamente y los PAMP generados externamente, forman un familia de patrones moleculares asociados a lesión que pueden ser reconocidos por células cuya función es la defensa del organismo.






Patrones moleculares asociados a patógenos


La presencia de microbios invasores es detectada por las «células centinela», tales como macrófagos, células dendríticas (DC) y mastocitos. Estas células presentan receptores que pueden unirse a los PAMP expresados por bacterias, hongos y virus. Los microbios no solamente se multiplican rápidamente, también son muy diversos y pueden mutar y cambiar sus estructuras moleculares de forma más rápida de lo que puede responder un animal infectado. Por esta razón, los receptores de las células centinela no están destinados a reconocer todas las posibles moléculas microbianas, pero estas células utilizan sus receptores en la detección de moléculas altamente conservadas que se encuentran en muchos grupos diferentes de microorganismos. Por ejemplo, muchas de las bacterias invasoras están recubiertas por una pared celular compuesta por carbohidratos complejos. Las paredes de las bacterias Gram-positivas están compuestas por una gran capa de peptidoglucanos (cadenas de ácidos N-acetilglucosamina y N-acetilmurámico alternados, a su vez unidas por cadenas peptídicas cortas) (fig. 2-2). Las paredes de las bacterias Gram-positivas también contienen ácidos lipoteicoicos y las paredes de las bacterias Gram-negativas contienen peptidoglucanos recubiertos por un capa de lipopolisacárido (LPS). Las bacterias ácido-alcohol resistentes están recubiertas por glucolípidos. Las levaduras también están recubiertas por una pared de carbohidratos ricos en mananos. Ninguna de estas moléculas se encuentra en los tejidos de un animal sano, pero son esenciales para la supervivencia microbiana y son comúnmente compartidas por grandes grupos de patógenos. Estos PAMP son reconocidos por un grupo de receptores de reconocimiento de patrones. Se han identificado gran cantidad de receptores de reconocimiento de patrones diferentes, incluidos los receptores localizados en la superficie celular y algunos localizados en el citoplasma de las células centinela. La unión de los PAMP a estos receptores activan señales para rutas metabólicas intracelulares y provocan la secreción de moléculas por parte de las células centinela que inducen la inflamación y otras respuestas inmunes.
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FIGURA 2-2 Estructura y características de las paredes de las bacterias Gram-negativas, Gram-positivas y ácido-alcohol resistentes. Estas moléculas estructurales conservadas sirven como patrones moleculares asociados a patógenos y se pueden unir a los receptores de reconocimiento de patrones, tales como los receptores tipo Toll.











Receptores tipo Toll


Los receptores de reconocimiento de patrones más importantes son los denominados receptores tipo Toll (TLR). Algunos TLR están localizados en las superficies de las células, donde se encuentran bien situados con objeto de reconocer invasores extracelulares. Sin embargo, puesto que los virus se multiplican en el interior celular estos deben ser reconocidos por TLR intracelulares. Los TLR son expresados por muchos tipos celulares diferentes. Principalmente se expresan en células centinela localizadas en las superficies corporales o cerca de ellas. Estas células son macrófagos, mastocitos y DC, así como eosinófilos y células epiteliales de los tractos respiratorio e intestinal. Los TLR deben su nombre a un receptor relacionado denominado «Toll» que fue descubierto originalmente en la mosca de la fruta (Drosophila). Los TLR son glucoproteínas de membrana de cadena corta. Existen al menos 14 TLR diferentes, numerados correlativamente, y cada uno de ellos es un receptor para una o mas moléculas microbianas específicas (tabla 2-1). Los TLR pueden expresarse en la superficie celular (TLR2, 4 y 5) o en las membranas endosomales del interior celular (TLR3, 7 y 9).


Tabla 2-1 PAMP reconocidos por los receptores tipo Toll de los mamíferos






	TLR

	Ligandos naturales






	TLR1

	Lipoproteínas diacetiladas






	TLR2

	Peptidoglucano, lipoproteínas bacterianas, zimosano, algunos LPS, espiroquetas, micobacterias, ácidos lipoteicoicos, proteínas del choque térmico, células necróticas






	TLR3

	ARN vírico bicatenario






	TLR4

	LPS, ácido lipoteicoico, proteínas víricas, proteínas del choque térmico, fibrinógeno, ácidos grasos saturados, b-defensinas, heparán sulfato






	TLR5

	Flagelina y bacterias flageladas






	TLR6

	Células necróticas, lipoproteínas diacetiladas, peptidoglucano (con TLR2)






	TLR7

	ARN vírico mono y bicatenario






	TLR8

	ARN vírico monocatenario






	TLR9

	ADN bacteriano CpG no metilado






	TLR10

	Un seudogen







Los TLR de la superficie celular pueden reconocer proteínas, lipoproteínas y LPS microbianos. Los TLR intracelulares reconocen los ácidos nucleicos víricos. Por ejemplo, TLR4 en la superficie celular se une al LPS de la superficie de las bacterias Gram-negativas. Por otro lado, TLR2 reconoce peptidoglucanos, lipoproteínas y un glicolípido denominado lipoarabinomanano de Mycobacterium tuberculosis. TLR5 se une a la flagelina, la proteína mayoritaria del flagelo bacteriano. TLR9 es un receptor citoplasmático para el ácido desoxirribonucleico (ADN) bacteriano. Por lo tanto, la bacteria puede ser disgregada para reconocer su ADN. TLR3 y TLR7 se unen ambos al ácido ribonucleico (ARN) vírico de doble cadena, mientras que TLR7 y TLR8 son necesarios para el reconocimiento de ARN vírico monocatenario. Los TLR también cooperan para unirse a los PAMP. Por ejemplo, TLR2 puede asociarse con TLR6 y el complejo receptor doble, para reconocer lipopéptidos bacterianos. De igual forma, TLR1 asociado con TLR2 reconoce lipoproteínas micobacterianas. Teniendo en cuenta el número posible de combinaciones de TLR, actualmente se piensa que los TLR reconocen colectivamente casi todos los agentes infecciosos. TLR1 es algo diferente a otros TLR. Está restringido a las DC, macrófagos y células epiteliales del tracto urinario, donde se une a bacterias y a algunos PAMP de protozoos parásitos.


Una vez que el TLR de la superficie celular se une al PAMP microbiano (su ligando) se produce una señal en la célula. El resultado es un incremento en un factor de transcripción llamado factor nuclear kappa-B (NF-κB) (fig. 2-3). NF-κB activa a su vez los genes que codifican para las citoquinas, interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral-α (TNF-α). (Para detalles adicionales v. cap. 6). Las citoquinas son proteínas que regulan las actividades de las células implicadas en la defensa del organismo. Las citoquinas son producidas primeramente como promoléculas que tienen que ser activadas por una enzima llamada caspasa-1 y la producción de caspasa-1 es estimulada por el complejo proteico denominado inflamasoma, que se forma cuando las moléculas microbianas se unen a los TLR.
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FIGURA 2-3 La unión de un patrón molecular asociado a patógenos, como el lipopolisacárido, a un receptor tipo Toll (TLR) envía una señal a un factor de transcripción denominado factor nuclear kappa-B (NF-κB). El NF-κB actúa sobre los genes que codifican las tres principales citoquinas, interleuquina-1 (IL-1), IL-6 y el factor de necrosis tumoral-α (TNF-a). También actúa sobre los genes que codifican la óxido nítrico sintasa 2 (NOS2) y ciclooxigenasa-2 (COX-2). Estas dos enzimas generan, respectivamente, óxido nítrico, prostaglandinas y leucotrienos.




Las caspasas son una familia de enzimas proteolíticas, las proteínas específicas de cisteinil-aspartato, que juegan un importante papel en la iniciación de la inflamación. Algunas de estas caspasas, como caspasa-1, 4, 5 y 12, son activadas por las señales generadas por los TLR. La caspasa-1 es la más importante, actuando en la inactivación de precursores de IL-1, IL-6 y TNF-α para producir la activación de las citoquinas. Estas citoquinas activan la fase siguiente de respuesta inflamatoria.


Diferentes TLR estimulan la producción de diferentes mezclas de citoquinas, y diferentes PAMP activan distintivamente diferentes respuestas incluso dentro de un único tipo de célula. Por ejemplo, los TLR que reconocen moléculas bacterianas dirigen la estimulación hacia la producción de las citoquinas óptimas para combatir bacterias; aquellos que reconocen moléculas víricas producen citoquinas antivíricas, y así sucesivamente.


Los TLR no solo estimulan las defensas innatas tales como la inflamación, también inician el proceso de activación del sistema de inmunidad adquirida. Por ejemplo, la estimulación de TLR4 hace que los ma crófagos y sus afines, las DC, produzcan citoquinas que son potentes estimuladores de las células inmunes (v. cap. 8).


Los TLR se expresan en las células madre hematopoyéticas de la médula ósea que producen leucocitos. Los LPS bacterianos que se unen a TLR4 estimulan la diferenciación de estas células madre hacia progenitores de leucocitos y causan un incremento en la producción de estas células en la médula ósea. Un incremento del número de leucocitos en sangre es una constante característica de las enfermedades infecciosas. Esta ruta metabólica también estimula el desarrollo de DC desde los progenitores linfoides y también activa y repone el sistema inmune innato durante las infecciones.









Receptores tipo NOD


Los receptores tipo NOD (dominio de oligomerización de nucleótido), o NLR son una familia de receptores de reconocimiento de patrones que se encuentran en el interior celular. A diferencia de los TLR, que detectan gran cantidad de microbios extracelulares, los NLR pueden detectar patógenos en el citoplasma, y cuando se activan inducen señales para rutas metabólicas de defensa en el hospedador (tabla 2-2). Aunque TLR y NLR difieren en su localización y función, comparten una estructura similar sensible a los microorganismos y cooperan en el inicio de las respuestas del hospedador a los patógenos. NOD1 reconoce peptidoglucanos de bacterias. NOD2 reconoce muramil dipéptido y sirve como un sensor general de bacterias intracelulares. Ambas proteínas NOD actúan generando NF-κB.


Tabla 2-2 Otros receptores de reconocimiento de patrones en los mamíferos






	Receptor

	Ligandos naturales






	Receptor manosa-fructosa

	Terminaciones manosa-fructosa en glucoproteínas y glucolípidos de los microorganimos






	CD14

	Lipopolisacáridos bacterianos






	NOD1

	Peptidoglucanos bacterianos






	NOD2

	Muramil dipéptido






	Proteínas de reconocimiento de peptidoglucano

	Peptidoglucanos bacterianos






	Receptores tipo RIG

	ARN vírico






	CD1

	Glucoproteínas bacterianas






	CD36

	Lipoproteínas bacterianas






	CD48

	Proteínas fimbriales














Proteínas de reconocimiento de peptidoglucano


Los peptidoglucanos son polímeros de ácidos N-acetilglucosamina y N-acetilmurámico alternados, que se encuentran tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-negativas. Las proteínas de reconocimiento de peptidoglucano (PGRP) se unen a estos peptidoglucanos bacterianos e inducen la producción de péptidos antimicrobianos, como las defensinas. Aunque primeramente se identificaron en artrópodos, se han encontrado en seres humanos, ratones, bóvidos y cerdos. En los cerdos se expresan constitutivamente en piel, médula ósea, intestino, hígado, riñón y bazo. Su expresión en los tejidos intestinales se incrementa en infecciones por Salmonella. Un miembro de esta familia, PGRP-S bovino, puede destruir microorganismos en los que el peptidoglucano está o bien recubierto (bacterias Gram-negativas) o ausente (Cryptococcus), por lo que se suscitan cuestiones acerca de su ligando esencial. PGRP-S también se une al LPS bacteriano y a los ácidos lipoteicoicos. Está localizado en un gran número de gránulos de neutrófilos «vírgenes», que liberan PGRP-S cuando se exponen a las bacterias. Así pues, es probable que PGRP-S juegue un papel significativo en la resistencia de los bóvidos a las infecciones bacterianas.









Receptores tipo RIG


Los receptores tipo RIG (gen inducible por ácido retinoico), o RLR, son receptores de reconocimiento de patrones expresados en el citoplasma de las células, donde reconocen ARN vírico. El ARN vírico es diferente en diversos aspectos al ARN de mamíferos y por eso puede ser detectado por estas moléculas. En su interacción con el ARN vírico, los RLR inician una respuesta antivírica y la producción de citoquinas antivíricas denominadas interferones.









Otros receptores de reconocimiento de patrones


Las células centinela (macrófagos, mastocitos y DC) tienen muchos otros receptores que pueden reconocer moléculas microbianas. Éstos incluyen receptores de mananos que se unen a carbohidratos microbianos; receptores basurero (scavenger), como CD36, que puede unirse a lipoproteínas bacterianas, y CD1, que se une a glucolípidos microbianos.









ADN bacteriano


El ADN bacteriano estimula la inmunidad innata. Es diferente al ADN eucariota ya que contiene una gran proporción de dinucleótiodos citosina-guanina (CpG). Además, mientras que la citosina del ADN eucariota está normalmente metilada, no es así en el caso del ADN bacteriano. De esta forma, los dinucleótidos CpG no metilados son suficientemente diferentes y pueden unirse a TLR9, iniciando respuestas inmunes innatas. El ADN bacteriano también contiene nucleótidos desoxiguanosina (dG). Estos nucleótidos dG forman estructuras diferentes a la doble hélice usual. Una de estas estructuras se denomina ADN cuádruple, la cual se une a TLR9 y estimula la producción de citoquinas IL-12, TNF-α e IL-6.









Lipopolisacáridos bacterianos


Los LPS bacterianos son unos potentes inductores de la inmunidad innata, que son liberados por bacterias Gram-negativas. No actúan directamente en las células, sino que primero se unen a las proteínas de unión a LPS (LBP) en el suero (fig. 2-4). LBP inmediatamente transfiere moléculas de LPS a una proteína llamada CD14 localizada en la superficie de los macrófagos (cuadro 2-1). CD14 no puede penetrar en la membrana celular y tampoco es capaz de enviar señales directamente a las células, uniéndose a TLR4 en la superficie celular. La unión de LPS al complejo CD14/TLR4 activa a los macrófagos y estimula la producción de citoquinas. El LPS posteriormente se disocia de CD14 y se une a lipoproteínas, perdiendo su actividad tóxica. CD14 también se une a muchas otras moléculas microbianas: lipoarabinomananos de micobacterias, polímeros de ácido manurónico de Pseudomonas y peptidoglucanos de Staphylococcus aureus.
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FIGURA 2-4 Procesamiento y destino del lipopolisacárido bacteriano.







Cuadro 2-1 El sistema CD


Cuando los avances de la inmunología permitieron el desarrollo de anticuerpos altamente específicos frente a las proteínas de las superficies individuales de las células (v. cap. 13), se demostró rápidamente que las células de los mamíferos poseían en la superficie cientos de proteínas diferentes. Inicialmente, a cada proteína se le asignó un nombre específico y a menudo también una sigla. Sin embargo, pronto llegó a estar claro que tal sistema era irrealizable. En una tentativa de clasificar estas proteínas, se ha establecido un sistema que asigna cada proteína a un grupo de diferenciación numerado (CD, cluster of differentiation). En muchos casos, un CD definido corresponde a una proteína con una función específica. Por ejemplo, la proteína CD14 se une al lipopolisacárido bacteriano. Hasta mayo de 2006, se habían asignado números hasta CD350. Lamentablemente, los números del CD no proporcionan ninguna pista en cuanto a la función de la molécula. Consecuentemente los inmunólogos tienden, en la práctica, a la utilización de un sistema mixto, usando el número del CD y una abreviatura que indique la función de la molécula. Por ejemplo, CD32 también se denomina FcγR1. En el apéndice 1 se puede encontrar una lista de moléculas CD seleccionadas.












El sistema del complemento


El sistema del complemento es quizá el más importante de los mecanismos de protección innata que pueden destruir microbios invasores. Este sistema consiste en un gran número de proteínas detectadas en el torrente sanguíneo. Cuando se detecta una bacteria invasora, el sistema del complemento se activa a través de reacción que incluye varias rutas metabólicas distintas. Por ejemplo, puede ser estimulado por exposición de las proteínas del complemento a las paredes de las células microbianas. Este método de activación se denomina vía alternativa del complemento. Otra vía del complemento es activada cuando la lectina de unión a manosa se encuentra con paredes celulares microbianas. Una vez activado por cualquier ruta, los componentes activados del complemento pueden destruir a los microbios bien directamente o bien al prepararlos para su captura por las células fagociticas. El sistema del complemento se describe con detalle en el capítulo 5.












ALARMINAS


El sistema inmune innato no solo es capaz de reconocer PAMP derivados de microorganismos invasores, sino que también reconoce moléculas de tejidos dañados. Estas moléculas, llamadas colectivamente alarminas, pueden ser liberadas cuando las células mueren, y también ellas pueden ser secretadas por la células centinela activadas. Las alarminas son multifuncionales y presentan potentes propiedades antimicrobianas, pudiendo reclutar y activar células de sistema inmune innato y promover indirectamente las repuestas inmunes adquiridas. Un gran número de moléculas pueden actuar como alarminas. Entre ellas se incluyen defensinas, catelicidinas, neurotoxina derivada del eosinófilo y HMGB1 (high mobility group box 1). Entre otras moléculas que pueden ser clasificadas como alarminas se engloban algunas quimioquinas, citoquinas como la interleuquina-1α (IL-1α), galectina-1 y proteínas S100 (familia de proteínas de unión al calcio involucradas en el crecimiento celular y en el daño tisular). Todas ellas son liberadas en respuesta al daño tisular y juegan importantes papeles en la inmunidad innata y en la reparación de tejidos. Un ejemplo de una alarmina es el heparán sulfato generado por células rotas. Esta molécula está normalmente restringida a la membrana celular y a la matriz extracelular, pero es secretada a los fluidos tisulares tras una lesión. El heparán sulfato se une a TLR4, activando a las células centinela. El fibrinógeno, una proteína coagulante, también estimula a los macrófagos a través de TLR4. Entre otras alarminas se incluyen las proteínas del choque térmico sintetizadas por células estresadas, que se unen a TLR2 y TLR4.






HMGB1


La HMGB1 fue primeramente descrita como una histona, una proteína unida al ADN que asegura el correcto plegamiento de las moléculas de ADN en el núcleo. Se encuentra en todas las células de los vertebrados y está altamente conservada entre las especies. Sin embargo, HMGB1 tiene una segunda función, ya que es una citoquina con capacidad de estimular la inflamación. De este modo, HMGB1 es secretada por macrófagos activados por LPS o por citoquinas proinflamatorias como el interferón-γ. La HMGB1 también se libera a partir de células dañadas, necróticas o muertas. La apoptosis celular, por el contrario, no da lugar a la liberación de HMGB1, dado que esas células retienen su integridad nuclear. La HMGB1 se une a TLR2 y TLR4, estimulando la producción de citoquinas. HMGB1 mantiene y prolonga la inflamación, dado que induce la secreción de citoquinas proinflamatorias por macrófagos, monocitos, neutrófilos y células endoteliales. La administración de HMGB1 a animales sanos causa fiebre, pérdida de peso, anorexia, lesión pulmonar aguda, artritis y muerte. Juega un importante papel en la reparación tisular, ya que estimula el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos. HMGB1 tiene una potente actividad antimicrobiana. Las DC también pueden secretar HMGB1 y esto a su vez promueve la proliferación y polarización de los linfocitos T al tipo Th1 (v. cap. 12).












CÉLULAS CENTINELA


Las células centinela más importantes (macrófagos, DC y mastocitos) están dispersas por el organismo pero se encuentran en mayor número justo debajo de la superficie corporal en localizacionesdonde es más probable encontrar microorganismos invasores pueden ser localizados. Todas ellas pueden detectar y entonces responder rápidamente a los PAMP y a las alarminas.






Macrófagos


Los macrófagos no solo actúan como células centinela detectando microorganismos invasores, también pueden destruirlos y juegan un papel esencial en la activación de la inmunidad adquirida. Cuando son estimulados, secretan citoquinas que promueven las respuestas innata y adquirida; controlan la inflamación y contribuyen directamente a la reparación de tejidos dañados mediante la eliminación de las células dañadas, rotas o muertas y colaboran en el proceso de curación. Su nombre deriva del hecho de que son células con actividad fagocítica repetitiva (del griego macro, phage).


Los macrófagos inmaduros circulan por la sangre, donde se denominan monocitos. Cuando los monocitos migran a los tejidos maduran y se transforman en macrófagos. Los macrófagos maduros que se encuentran en el tejido conjuntivo se denominan histiocitos; aquellos que se encuentran en el revestimiento de los sinusoides hepáticos se denominan células de Kupffer; los que se localizan en el cerebro se llaman microglía. Los macrófagos que se hallan en los alveolos pulmonares se denominan macrófagos alveolares, mientras que los presentes en los capilares de los pulmones se llaman macrófagos pulmonares intravasculares. Un gran número de ellos se encuentra en los sinusoides del bazo, médula ósea y nódulos linfáticos. Independientemente de su denominación o localización, todos ellos son macrófagos y forman parte del sistema fagocítico mononuclear (fig. 2-5).
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FIGURA 2-5 Localización de las células del sistema fagocítico mononuclear.








Estructura


Los macrófagos presentan diversas formas como respuesta al ambiente donde se encuentran. En suspensión, sin embargo, presentan una morfología redondeada con un diámetro aproximado de 15 μm. Poseen un citoplasma abundante, en cuyo centro se encuentra un núcleo simple (único) que puede ser redondo, arriñonado o irregular (fig. 2-6). El citoplasma que rodea al núcleo contiene mitocondrias, un gran número de lisosomas, una pequeña proporción de retículo endoplásmico rugoso y un aparato de Golgi, lo que indica que es capaz de sintetizar y secretar proteínas (figs. 2-7 y 2-8). En las células vivas, la porción periférica del citoplasma está en continuo movimiento, formando constantemente pliegues que dan aspecto de velo. Algunos macrófagos muestran diferencias respecto a esta estructura básica. Los monocitos de la sangre periférica tienen un núcleo redondeado, que se alarga cuando la célula madura. Los macrófagos alveolares raramente tienen retículo endoplásmico rugoso, sin embargo su citoplasma se encuentra repleto de gránulos. La microglía del sistema nervioso central tiene núcleos con forma de bastón y apéndices citoplasmáticos muy largos (dendritas), que desaparecen cuando la célula es estimulada por una lesión tisular.
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FIGURA 2-6 Macrófago típico, original a ¥500 aumentos.
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FIGURA 2-7 Principales características de un macrófago.
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FIGURA 2-8 Fotografía al microscopio electrónico de transmisión de un macrófago normal de conejo. Se desconoce la naturaleza de la gran inclusión. (Por cortesía del Dr. S. Linthicum.)











Ciclo vital


Todas las células del sistema fagocítico mononuclear derivan de células madre de la médula ósea denominadas monoblastos (fig. 2-9). Los monoblastos se transforman en promonocitos, estos se transforman en monocitos, siempre por la influencia de las citoquinas denominadas factores estimuladores de colonias. De esta forma, los monocitos penetran en la corriente sanguínea y circulan durante aproximadamente 3 días antes de acceder a los tejidos y transformarse en macrófagos. Representan cerca del 5% del total de la población leucocitaria en sangre. Los macrófagos tisulares se originan a partir de los monocitos o bien se dividen en los tejidos. Tienen una vida media relativamente prolongada, y se renuevan en una tasa de alrededor de un 1% al día, a menos que sean activados por la inflamación o lesión tisular. Los macrófagos pueden vivir un largo período de tiempo después de digerir partículas químicamente inertes, como el carbón inyectado en los tatuajes, aunque en ocasiones pueden fusionarse formando células gigantes en su intento por eliminar el material extraño.
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FIGURA 2-9 Origen y desarrollo de los macrófagos. Los monocitos en sangre pueden diferenciarse en diferentes tipos de macrófagos.














Células dendríticas


La segunda población de células centinela consiste en DC, así denominadas porque poseen gran cantidad de largas y prolongadas proyecciones citoplasmáticas llamadas dendritas. Las DC son una población heterogénea de células pero muchas de ellas están muy relacionadas con los macrófagos. Estas células se describen en el capítulo 8.









Mastocitos






Estructura


Los mastocitos son células grandes y redondeadas (de 15 a 20 μm de diámetro) dispersas por el organismo en el tejido conjuntivo, bajo la superficie de las mucosas, en la piel y alrededor de los nervios (fig. 2-10). Se encuentran en grandes proporciones en los lugares del organismo más expuestos a los invasores potenciales, como bajo la piel o en el intestino y las vías respiratorias. En estas localizaciones están situados en el interior de los vasos sanguíneos,donde pueden regular el flujo sanguíneo y la migración celular. Son fácilmente reconocibles ya que su citoplasma está repleto de un gran número de gránulos (lisosomas secretores), que se tiñen fuertemente con colorantes como el azul de toluidina. Estos gránulos suelen enmascarar al núcleo, grande y arriñonado (fig. 2-11). Los mastocitos son denominados así, porque al estar llenos de gránulos, se consideraron como células cebadas (del alemán Mastzellen). Los mastocitos del tejido conjuntivo y la piel, y de las paredes intestinales difieren en su estructura y composición química (tabla 2-3). Por ejemplo, en el tejido conjuntivo y la piel los mastocitos son ricos en moléculas de histamina y heparina, mientras que los mastocitos de las mucosas contienen en sus gránulos sulfato de condroitina y pequeñas cantidades de histamina.
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FIGURA 2-10 Sección de piel canina teñida para mostrar los mastocitos. Los mastocitos se tiñen intensamente debido a que sus gránulos citoplasmáticos contienen heparina.
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FIGURA 2-11 Diagrama de las características estructurales de un mastocito del tejido conjuntivo. El término metacromático significa que los gránulos se tiñen intensamente.




Tabla 2-3 Comparación de los dos tipos principales de mastocitos






	 

	Mastocitos de mucosas

	Mastocitos de tejido conjuntivo






	Estructura

	Pocos gránulos de tamaño variable

	Múltiples gránulos uniformes






	Tamaño

	9-10 μm de diámetro

	19-20 μm de diámetro






	Proteoglucano

	Sulfato de condroitina

	Heparina






	Histamina

	1,3 pg/célula

	15 pg/célula






	Vida media

	<40 días

	>6 meses






	Localización

	Paredes intestinales, hígado

	Cavidad peritoneal, piel














Ciclo vital


Los mastocitos se originan a partir de las células madre en la médula ósea. Las células precursoras de los mastocitos migran a los tejidos, donde maduran y sobreviven durante varias semanas o meses. Mientras que en el tejido conjuntivo los mastocitos se mantienen en niveles relativamente constantes, en la mucosa intestinal pueden proliferar. Se ha sugerido que los mastocitos de esta mucosa responden específicamente a la invasión por helmintos parásitos.


Los mastocitos tienen un papel muy importante en la inmunidad innata, ya que cuando ellos encuentran microorganismos invasores liberan moléculas que producen los cambios en el flujo sanguíneo que se aprecian en la inflamación aguda. Estas moléculas inflamatorias están normalmente confinadas en los gránulos de los mastocitos, pero son liberadas cuando se produce la desgranulación celular. Un gran número de mecanismos estimulan la desgranulación de los mastocitos. El más conocido entre ellos implica una molécula de anticuerpo denominada inmunoglobulina E (IgE) (v. cap. 25). La IgE y el antígeno unidos pueden estimular la desgranulación de los mastocitos y así causar una inflamación exagerada que tiene lugar en las enfermedades alérgicas. Sin embargo, las alergias son un caso especial. Otras muchas señales pueden activar a los mastocitos, incluidos citoquinas, quimioquinas, agentes químicos, estímulos físicos, varios péptidos, venenos de insectos o animales, bacterias y productos bacterianos, y virus. En la inflamación normal los mastocitos liberan mediadores inflamatorios de forma lenta en un proceso denominado desgranulación en etapas. También pueden secretar algunos factores vasoactivos sin que tenga lugar la desgranulación (fig. 2-12). Por ejemplo, las bacterias y los productos bacterianos pueden estimular a los mastocitos para la producción de TNF-α, IL-1β e IL-6 sin desgranulación. Muchas alarminas, como defensinas, neuropéptidos, adenosina y endotelinas (pequeños péptidos de las células endoteliales), también estimulan la desgranulación de los mastocitos.
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FIGURA 2-12 Algunos de los estímulos que provocan la desgranulación de los mastocitos. El antígeno unido a través de la inmunoglobulina E (IgE) causa, rápidamente, la desgranulación completa. Los otros estímulos presentados causan una desgranulación gradual en etapas. De este modo en las respuestas inflamatorias normales, el grado de desgranulación de los mastocitos se realiza a la medida de las necesidades defensivas.




Los mastocitos poseen una extensa colección de receptores de reconocimiento de patrones que les permite reconocer la presencia de patógenos. Expresan TLR 1, 2, 3, 4, 6, 7 y 9, y también poseen receptores de manosa (CD48). Como resultado, los mastocitos son muy sensibles a la presencia de microbios y responden en consecuencia. Los mastocitos también poseen receptores para moléculas liberadas por la activación del sistema inmune, como los componentes del complemento.


La estimulación de sus TLR causa en los mastocitos la liberación de diferentes mezclas de mediadores. Así, los peptidoglucanos bacterianos, actuando a través de TLR2 estimulan la liberación de histamina, mientras que los LPS actuando a través de TLR4 no lo hacen. Así, los mastocitos pueden diferenciar los diferentes patógenos y generar unas combinaciones altamente específicas de citoquinas, quimioquinas y otros mediadores de la inflamación dependiendo del estímulo recibido.















PRODUCTOS DE LAS CÉLULAS CENTINELA


Los macrófagos, las DC y los mastocitos son activados cuando los PAMP y las alarminas se unen a sus receptores y estas células responden sintetizando y secretando una mezcla de citoquinas y otras moléculas que estimulan la inflamación mientras se inicia la inmunidad adquirida.






Citoquinas


Cuando las células centinela se exponen a agentes infecciosos o a sus PAMP, sintetizan y secretan muchas proteínas diferentes, incluidas las citoquinas más importantes IL-1 y TNF-α, así como IL-6, IL-12 y IL-18. Sintetizan óxido nítrico sintasa 2 (NOS2), la cual genera sustancias oxidantes tales como el óxido nítrico. También sintetizan la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) que genera lípidos inflamatorios, prostaglandinas y leucotrienos. Cuando estas moléculas son liberadas en cantidades suficientes, causan fiebre y alteraciones patológicas, y promueven la respuesta de fase aguda (v. cap. 4). Si las células centinela detectan la presencia de una lesión o ADN extraño, como es el de los virus, estimulan a las células dendríticas para que secreten citoquinas antivíricas conocidas como interferones (v. cap. 23).






Factor de necrosis tumoral-α


El TNF-α es una proteína trimérica de 25 kDa producida por macrófagos, mastocitos, linfocitos T, células endoteliales, linfocitos B y fibroblastos. Puede encontrarse en forma soluble o unida a la membrana. La forma que se encuentra unida a la membrana es escindida de la superficie celular por una proteasa denominada TNF-α convertasa. El TNF-α juega un importante papel en la activación de la inflamación. En el momento en que los macrófagos y los mastocitos detectan patógenos invasores, liberan el TNF-α asociado a sus membranas que pasa a la forma de TNF-α soluble. El TNF-α estimula la liberación local de quimioquinas y citoquinas y promueve la adherencia, migración, atracción y activación de los leucocitos al foco de invasión. Posteriormente, TNF-α facilita la transición de inmunidad innata a inmunidad adquirida al potenciar la presentación de antígenos y coestimular a los linfocitos T. Esta producción se estimula no solo a través de TLR sino también por moléculas secretadas por los nervios, tales como la sustancia neurotransmisora P. El TNF-α se produce al principio de la inflamación continuando con oleadas de IL-1 y posteriormente por IL-6.


El TNF-α es un mediador esencial de la inflamación ya que en combinación con IL-1 estimula cambios en las células del endotelio de los pequeños vasos sanguíneos (células del endotelio vascular). Un incremento local de TNF-α causa los «signos cardinales» de la inflamación que incluyen calor, rubor, dolor y edema (tumefacción o tumor). Un incremento sistémico de TNF-α ocasiona depresión cardíaca, induce una trombosis microvascular y causa filtración capilar. El TNF-α actúa sobre los neutrófilos (células de defensa muy importantes en la inflamación; v. cap. 3) aumentando su capacidad para destruir microbios. Atrae a los neutrófilos hacia las zonas de lesión tisular e incrementa su capacidad de adherencia al endotelio vascular (fig. 2-13). Estimula la fagocitosis en macrófagos y la producción de oxidantes, y amplifica y prolonga la inflamación promoviendo la síntesis de IL-1, NOS2 y COX-2 por los macrófagos. TNF-α también activa a los mastocitos.
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FIGURA 2-13 Algunas de las propiedades del factor de necrosis tumoral-α.




El TNF-α activa a los macrófagos para incrementar su propia síntesis junto con la de IL-1. Como implica su denominación, el TNF-α puede destruir algunas células tumorales y células infectadas por virus mediante la activación de las caspasas e inducción de la apoptosis. En dosis elevadas, el TNF-α puede causar choque séptico.









Interleuquina-1


Cuando los macrófagos son estimulados por CD14 y TLR4, sintetizan dos glucoproteínas denominadas IL-1α e IL-1β. La IL-1β se produce como una pro-proteína de gran tamaño que es escindida por la caspasa-1 en una molécula activa. La IL-1β se produce en cantidades entre 10 a 15 veces superiores a la IL-1α, y mientras que IL-1β es secretada, Il-1α permanece unida a la célula. La IL-1α actúa solamente sobre células alteradas que entran en contacto directo con el macrófago (fig. 2-14). La transcripción del ARNm que codifica la IL-1β ocurre 15 minutos después de la unión con el ligando, alcanza un pico máximo a las 3 o 4 horas, manteniéndose los niveles durante varias horas para después disminuir. De la misma manera que el TNF-α, la IL-1β actúa sobre el endotelio vascular aumentando su capacidad de adhesión para los neutrófilos. La IL-1 actúa sobre otros macrófagos para estimular la síntesis de NOS2 y COX-2 y así promover y prolongar la inflamación.
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FIGURA 2-14 Muestra de la amplia variedad de estímulos que promueven la liberación de interleuquina-1 por los macrófagos.




Durante las infecciones graves, ciertas cantidades de IL-1β circulan en el flujo sanguíneo, donde (en asociación con el TNF-α) son responsables de la aparición de edemas o tumefacción. De este modo, actúa sobre el cerebro causando fiebre, letargia, malestar y pérdida de apetito (fig. 2-15). Actúa sobre las células musculares movilizando los aminoácidos, causando dolor y fatiga; sobre el hígado induce la producción de proteínas nuevas, denominadas proteínas de fase aguda, que participan en la defensa del organismo (v. cap. 4).





[image: image]

FIGURA 2-15 Algunos de los efectos de la interleuquina-1 en las células del organismo.




Los receptores más importantes para la IL-1 son CD121a y CD121b. CD121a es un receptor de señales, mientras que CD121b no lo es. El receptor CD121b inhibe las funciones de la IL-1. La forma soluble de CD121b puede unirse a la IL-1 actuando como antagonista de la IL-1. El receptor antagonista de IL-1 (IL-1RA) es una molécula inactiva que se une y bloquea a CD121a, por lo que la molécula IL-1RA es un importante regulador de la actividad de la IL-1 y de la inflamación. Esta actuación reduce la mortalidad por choque séptico y la enfermedad injerto contra hospedador (v. cap. 4) y tiene efectos antiinflamatorios.









Interleuquina-6


La IL-6 también es producida por los macrófagos y los mastocitos. Su producción está estimulada por las endotoxinas bacterianas, la IL-1 y el TNF-α. La IL-6 afecta a la inflamación y a la inmunidad adquirida, y el mediador más importante de la reacción de fase aguda y del choque séptico (v. cap. 4). Por tanto, se ha sugerido que la IL-6 regula la transición del proceso primario de la inflamación llevado a cabo por los neutrófilos a un proceso posterior dominado por macrófagos.












Quimioquinas


Las quimioquinas son una familia de proteínas pequeñas (de 8 a 10 kDa) que controlan la migración celular. Debido a que regulan el movimiento de poblaciones celulares específicas, pueden dictar el curso de la inflamación y la respuesta inmune (tabla 2-4). Están producidas por diversos tipos celulares, incluidos macrófagos y mastocitos. Se han identificado al menos 50 quimioquinas diferentes, clasificadas en cuatro familias en función de la posición de sus residuos de cisteína (fig. 2-16). Por ejemplo, las quimioquinas CC, o α, corresponden al grupo de quimioquinas que tienen dos residuos de cisteína consecutivos, mientras que CXC, o β, son el grupo de quimioquinas que tienen dos residuos de cisteína separados por un aminoácido. La nomenclatura de las quimioquinas está basada en esta clasificación, cada molécula o receptor recibe una designación numérica. Los ligandos tienen el sufijo «L» (por ejemplo, CXCL8), mientras que los receptores tienen el sufijo «R» (por ejemplo, CXCR1).


Tabla 2-4 Nomenclatura de algunas quimioquinas seleccionadas y sus receptores






	Denominación actual

	Denominación anterior

	Receptor






	
Familia α






	CCL2

	MIP-1

	CCR2






	CCL3

	MIP-1α

	CCR1, CCR5






	CCL4

	MIP-1β

	CCR5






	CCL5

	RANTES

	CCR1, CCR3, CCR5






	CCL7

	MCP-3

	CCR3






	CCL8

	MCP-2

	CCR3






	CCL11

	Eotaxina

	CCR3






	CCL13

	MCP-4

	CCR3






	CCL20

	MIP-3α

	CCR6






	CCL22

	MDC

	CCR4






	CCL26

	Eotaxina 3

	CCR3






	CCL28

	MEC

	CCR3






	
Familia β






	CXCL1

	GRO1

	CXCR2






	CXCL7

	MDGF

	CXCR2






	CXCL8

	IL-8

	CXCR1, CXCR2






	CXCL12

	SDF

	CXCR4






	CXCL13

	BCA-1

	CXCR5






	
Familia γ






	XCL1

	Linfotactina

	XCR1






	
Familia δ






	CX3CL1

	Fractalquina

	CX3CR1
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FIGURA 2-16 La clasificación de las quimioquinas está basada en la localización y espaciado de sus residuos de cisteína.




CXCL8 (o IL-8) es el típico ejemplo de una quimioquina CXC producida por estimulación de macrófagos o mastocitos. CXCL8 atraerá y activará a los neutrófilos, liberando el contenido de sus gránulos y estimulando el estallido respiratorio y la secreción de leucotrienos (v. cap. 3). Otra importante quimioquina es la CXCL2 (proteína inflamatoria de macrófagos-2, MIP-2), que es secretada por macrófagos y que también atrae a los neutrófilos.


Las quimioquinas CC actúan predominantemente sobre los macrófagos y las DC. Las quimioquinas CCL3 y CCL4 (MIP-1α y MIP-1β) son producidas por macrófagos y mastocitos. La CCL4 atrae a los linfocitos T CD4+, mientras que la CCL3 atrae a los linfocitos B, eosinófilos y linfocitos T citotóxicos. La CCL2 (proteína quimiotáctica de monocitos-1, MCP-1) está producida por macrófagos, linfocitos T, fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales. Atrae y activa a los monocitos estimulando su estallido respiratorio y la liberación de las enzimas lisosomales. La CCL5 (RANTES, regulated on activation normal T cell expressed and secreted) está producida por linfocitos T y macrófagos. Es una sustancia quimiotáctica para monocitos, eosinófilos y algunos linfocitos T, y activa a los eosinófilos y estimula la liberación de histamina por los basófilos. La regaquina-1 es una quimioquina del grupo CC que se encuentra en el suero de los bóvidos, que actúa junto con la CXCL8 y C5a atrayendo a los neutrófilos y aumentando la inflamación.


Dos quimioquinas no pertenecen a las familias CC y CXC. Una quimioquina C (con solo un residuo de cisteína) o quimioquina γ, denominada XCL1 (o linfotactina) es una sustancia quimiotáctica para los linfocitos. Su receptor es XCR1. La CXXXC (con dos residuos de cisteína separados por tres aminoácidos) o quimioquina δ, denominada CX3CL1 (o fractalquina) estimula la adhesión por linfocitos T y monocitos. Su receptor es CX3CR1.


La mayor parte de las quimioquinas son producidas en tejidos lesionados o inflamados y atraen a otras células a la zona de inflamación o invasión microbiana. Es probable que se requieren varias quimioquinas diferentes para la atracción de diferentes tipos celulares al lugar de inflamación. De hecho es probable que una mezcla de quimioquinas producidas en las lesiones de los tejidos, regule la composición precisa de las poblaciones de células en la inflamación. En este sentido el organismo puede controlar la respuesta inflamatoria para seguir el camino más efectivo en la destrucción de diferentes microorganismos invasores. Muchas quimioquinas, tales como CXCL4, CCL20 y CCL5, son estructuralmente similares a las proteínas antimicrobianas denominadas defensinas y, como ellas, tienen una importante actividad antibacteriana. Las quimioquinas tienen un papel muy importante en las infecciones y la inflamación en los animales domésticos, regulando el tráfico de células inmunes. Han sido identificadas en gran cantidad de enfermedades inflamatorias, incluidas neumonía (pasteurelosis bovina), mastitis bacteriana, artritis y endotoxemia. El defecto en la migración de los neutrófilos se asocia específicamente con genotipos de CXCR2 y puede ocasionar un incremento en la susceptibilidad a mastitis bovina.












INCREMENTO DE LA PERMEABILIDAD VASCULAR


La inflamación aguda se puede desarrollar pocos minutos después de que un tejido haya sufrido una lesión. La lesión tisular estimula tres tipos de señales. Primero, las alarminas liberadas por células destruidas estimulan la secreción de citoquinas por células centinela. Segundo, los PAMP provenientes de los microbios activan respuestas en las células centinela, que incluyen la producción de citoquinas y otros mediadores inflamatorios. Tercero, el dolor provoca en los nervios la liberación de péptidos bioactivos.


En su forma clásica, la inflamación aguda tiene cinco signos cardinales: calor, rubor, edema, dolor y pérdida de función. Todos estos signos son el resultado de los cambios que se producen en los vasos sanguíneos pequeños (fig. 2-17). Inmediatamente después de la lesión, el flujo sanguíneo a través de los pequeños capilares se incrementa, dando una oportunidad a los leucocitos para que se unan a las paredes de los mismos. Poco después, los vasos sanguíneos de la zona dañada se dilatan y el flujo sanguíneo en el tejido lesionado aumenta. Mientras los vasos sanguíneos están dilatados, se produce la filtración de fluido desde la sangre a los tejidos, lo que ocasiona edema y tumefacción.
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FIGURA 2-17 Signos cardinales de la inflamación aguda y cómo se generan.




Al mismo tiempo que ocurren estos cambios en el flujo sanguíneo, en la zona se producen reacciones celulares. Los cambios en las células de las paredes de los vasos permiten que neutrófilos y monocitos se adhieran a las células endoteliales. En el caso de que los vasos sanguíneos estén lesionados, las plaquetas pueden fijarse en los lugares dañados liberando moléculas vasoactivas y de coagulación.


Los tejidos inflamados se dilatan como resultado de la filtración de flujo sanguíneo desde los vasos. Esta filtración ocurre en dos etapas. Primero, inmediatamente hay una filtración mediada por moléculas vasoactivas liberadas por los mastocitos, los tejidos lesionados y los nervios (tabla 2-5). La segunda fase ocurre varias horas después del inicio de la inflamación, en el período en el que los leucocitos comienzan a migrar. Las células endoteliales y perivasculares se contraen de modo que se produce una separación entre ellas, permitiendo el escape de fluido a través de los espacios intracelulares.


Tabla 2-5 Moléculas vasoactivas producidas durante la inflamación aguda






	Mediador

	Fuente principal

	Función






	Histamina

	Mastocitos, basófilos y plaquetas

	Incremento de la permeabilidad vascular y dolor






	Serotonina

	Plaquetas, mastocitos y basófilos

	Incremento de la permeabilidad vascular






	Quininas

	Quininógenos en plasma y tejidos

	Vasodilatación






	 

	 

	Incremento de la permeabilidad vascular y dolor






	Prostaglandinas

	Ácido araquidónico

	Vasodilatación, incremento de la permeabilidad vascular






	Tromboxanos

	Ácido araquidónico

	Incremento de la agregación plaquetaria






	Leucotrieno B4


	Ácido araquidónico

	Quimiotaxis de neutrófilos






	 

	 

	Incremento de la permeabilidad vascular






	Leucotrienos C, D, E

	Ácido araquidónico

	Contracción del músculo liso






	 

	 

	Incremento de la permeabilidad vascular






	Factor de activación plaquetaria

	Células fagocíticas

	Secreción plaquetaria






	 

	 

	Secreción de neutrófilos






	 

	 

	Incremento de la permeabilidad vascular






	Productos de degradación del fibrinógeno

	Coágulo sanguíneo

	Contracción del músculo liso Quimiotaxis de neutrófilos






	 

	 

	Incremento de la permeabilidad vascular






	C3a y C5a

	Complemento del suero

	Desgranulación de los mastocitos






	 

	 

	Contracción del músculo liso






	 

	 

	Quimiotaxis de neutrófilos (C5a)














MOLÉCULAS VASOACTIVAS


Los mastocitos responden a las señales de las lesiones tisulares mediante la liberación de una mezcla de moléculas que actúan sobre las paredes de los vasos sanguíneos (moléculas vasoactivas). Entre ellas se incluyen histamina, lípidos vasoactivos, enzimas (triptasa y quimasa), citoquinas y quimioquinas. La histamina, los lípidos y las triptasas causan vasodilatación y filtración del fluido desde los vasos sanguíneos. Las triptasas activan receptores en los mastocitos, en las terminaciones nerviosas, en las células del endotelio vascular y en los neutrófilos. Como resultado, las paredes de los vasos sanguíneos comienzan a ser adherentes para los neutrófilos. Los neutrófilos activados liberan un lípido denominado factor activador plaquetario (PAF). El PAF aumenta la capacidad de adherencia de las células endoteliales para la adhesión y migración de los neutrófilos. El PAF es un fosfolípido muy relacionado con la lecitina. Está sintetizado por mastocitos, plaquetas, neutrófilos y eosinófilos. EL PAF produce agregación de las plaquetas y provoca que estas liberen moléculas vasoactivas y que sinteticen tromboxanos. También actúa sobre los neutrófilos de una manera similar. De esta forma promueve la agregación de neutrófilos, la desgranulación, la quimiotaxis y la liberación de agentes oxidantes.


La molécula vasoactiva más importante liberada por los mastocitos es la histamina (fig. 2-18). Los efectos de la histamina están mediados a través de receptores múltiples. Los receptores H1 y H2 se expresan en células activadas del sistema nervioso, células de musculatura lisa, células endoteliales, neutrófilos, eosinófilos, monocitos, DC y linfocitos T y B. La histamina que se une a receptores H1 estimula a las células endoteliales para que produzcan oxido nítrico, un vasodilatador muy potente. Al mismo tiempo, la histamina causa filtración vascular, ocasionando la acumulación de fluidos y el edema local. La histamina regula de forma positiva la expresión de TLR en las células centinela.
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FIGURA 2-18 Estructura de algunas de las principales moléculas vasoactivas que actúan durante la inflamación aguda.




La serotonina (5-hidroxitriptamina [5-HT]) es un derivado del aminoácido triptófano, liberado por los mastocitos presentes en roedores y grandes rumiantes domésticos. La serotonina causa normalmente una vasoconstricción que da lugar a un aumento de la presión arterial (excepto en bóvidos, que es un vasodilatador). Tiene poco efecto en la permeabilidad vascular, excepto en roedores, donde induce inflamación aguda.


Aunque la histamina y la serotonina son importantes mediadores de la inflamación, son solo una parte de la compleja mezcla de moléculas que son liberadas durante la desgranulación de los mastocitos. Más de la mitad de las proteínas de los gránulos de los mastocitos son proteasas denominadas triptasas y quimasas. Estas enzimas sensibilizan al múculo liso para la liberación de histamina; estimulan la proliferación de fibroblastos, células del músculo liso y epiteliales; generan quininas; incrementan la expresión de las proteínas de la adhesión, y estimulan la liberación de la quimioquina CXCL8. Las triptasas de los mastocitos también pueden activar algunos receptores en los nervios sensoriales, neutrófilos, mastocitos y células endoteliales.






Lípidos vasoactivos


Cuando los tejidos son lesionados o estimulados, las fosfolipasas actúan sobre los fosfolípidos de las paredes celulares para liberar ácido araquidónico. Por la influencia de la enzima 5-lipooxigenasa, el ácido araquidónico se transforma en lípidos biológicamente activos denominados leucotrienos (fig. 2-19). Por la influencia de ciclooxigenasas, el ácido araquidónico se convierte en un segundo grupo de lípidos activos denominados prostaglandinas. La denominación colectiva de todos estos lípidos complejos es eicosanoides.
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FIGURA 2-19 Producción de leucotrienos y prostaglandinas por la acción de la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa (COX) sobre el ácido araquidónico. Tanto las prostaglandinas como los leucotrienos pueden tener actividad proinflamatoria o antiinflamatoria dependiendo de su estructura química.




Cuatro leucotrienos desempeñan un papel central en la inflamación. El leucotrieno B4 (LTB4) es un potente agente quimiotáctico para neutrófilos y probablemente uno de los más importantes mediadores liberados por los mastocitos durante la infección bacteriana. El LTB4 también estimula la quimiotaxis de los eosinófilos y su movilidad aleatoria. Los leucotrienos C4, D4 y E4 incrementan la permeabilidad vascular.


Hay cuatro grupos de prostaglandinas proinflamatorias: PGE2, PGF2, los tromboxanos (TxA2, PGA2) y las prostaciclinas (PGI2). Las enzimas que generan las protaciclinas se encuentran en las células del endotelio vascular, los tromboxanos se encuentran en las plaquetas, y las otras prostaglandinas pueden ser generadas por muchas células nucleadas. Las actividades biológicas de las protaglandinas varían mucho y sin duda gran cantidad de protaglandinas diferentes se liberan en los tejidos lesionados, y sus efectos pueden ser muy complejos.


Cuando los neutrófilos llegan a los lugares de la inflamación, utilizan la enzima 15-lipooxigenasa para producir lipoxinas a partir de ácido araquidónico. Estos eicosanoides oxidados se unen a los receptores de las células e inhiben la migración de los neutrófilos. Entonces se produce un cambio gradual de la producción de leucotrienos proinflamatorios a lipoxinas antiinflamatorias. El aumento en PGE2 en los tejidos también inhibe gradualmente la actividad de la 5-lipooxigenasa y así finalmente suprime la inflamación.









Péptidos vasoactivos


Las proteasas de los mastocitos actúan sobre los componentes C3 y C5 del sistema del complemento para generar dos péptidos pequeños, biológicamente activos, C3a y C5a (v. cap. 5). Ambos promueven la liberación de histamina por los mastocitos. Además, C5a es un potente agente quimiotáctico para neutrófilos y monocitos. Los gránulos de los mastocitos también contienen proteasas denominadas calicreínas. Estas actúan sobre las proteínas denominadas quininógenos para generar péptidos pequeños llamados quininas. Tanto las quininas como las anafilotoxinas causan dilatación y permeabilidad de los vasos sanguíneos. Entre las quininas la más importante es la bradiquinina. Las quininas no solo incrementan la permeabilidad vascular, también estimulan a los neutrófilos, y a los receptores del dolor, y presentan una actividad antimicrobiana similar a las defensinas.












EL SISTEMA DE LA COAGULACIÓN


Cuando se filtra líquido desde la corriente sanguínea a los tejidos, se activa el sistema de la coagulación. La agregación plaquetaria acelera este proceso. La activación del sistema de la coagulación genera grandes cantidades de trombina, la principal enzima de la coagulación. La trombina actúa sobre el fibrinógeno, en el líquido tisular y en el plasma, para producir filamentos insolubles de fibrina, la cual se deposita en los tejidos inflamados, donde forma una barrera eficaz que ayuda a impedir que la infección se disemine. La activación de la cascada de la coagulación también inicia la activación del sistema fibrinolítico. Esto determina la activación del denominado activador del plasminógeno, el cual a su vez genera plasmina, una enzima fibrinolítica muy potente. Al destruir fibrina, la plasmina libera fragmentos peptídicos que son quimitácticos para los neutrófilos.
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PUNTOS CLAVE






• El principal tipo celular reclutado al lugar de la inflamación es el neutrófilo.



• La activación de las células endoteliales por las citoquinas provoca que los neutrófilos del torrente sanguíneo se adhieran a ellas, para después migrar hacia los lugares de invasión microbiana o de lesión tisular.



• Los neutrófilos se unirán y fagocitarán a los microorganismos invasores.



• Los microorganismos precisan ser opsonizados antes de poder ser ingeridos y destruidos de forma efectiva. Las opsoninas más eficaces son los anticuerpos y el complemento.



• Los microorganismos ingeridos son destruidos por potentes oxidantes a través de un proceso denominado estallido respiratorio, por proteínas antibacterianas denominadas defensinas y por enzimas líticas.



• Los neutrófilos son células de vida corta que no pueden comprometerse en una fagocitosis prolongada o múltiple.





Muchos microorganismos son excluidos a través de barreras físicas, como la piel, pero no son barreras impenetrables, y los microorganismos invasores a menudo consiguen acceder a los tejidos del organismo. Estos invasores deben ser inmediatamente atacados y destruidos. Algunos son destruidos por péptidos antimicrobianos o por el complemento, pero muchos son ingeridos y destruidos por células. Esta ingestión de microorganismos por células se denomina fagocitosis (del griego «ingestión por células»). La fagocitosis es fundamental en todo proceso inflamatorio.


Las células de defensa del organismo circulan por el flujo sanguíneo, donde se denominan leucocitos (glóbulos bancos). Las células sanguíneas de los mamíferos derivan de células madre mieloides localizadas en la médula ósea (del griego myelos, «médula ósea») (fig. 3-1). Todos los tipos de leucocitos se originan a partir de las células madre mieloides, incluyendo los neutrófilos, monocitos, linfocitos y células dendríticas, y todos intervienen en la defensa del organismo. De entre los diferentes tipos de leucocitos, dos de ellos están especializados en destruir e ingerir microorganismos invasores. Estas células, denominadas neutrófilos y macrófagos, se originan de una célula madre común, pero son muy diferentes y tienen funciones diferentes aunque complementarias. De esta forma, los neutrófilos responden e ingieren a los organismos invasores rápidamente, pero son incapaces de prolongar una actividad fagocítica mantenida. Por el contrario, los macrófagos se mueven más despacio, pero son fagocitos altamente efectivos y capaces de repetir el proceso fagocitario. En este capítulo se revisan las propiedades de los neutrófilos y su papel en la inflamación y en la inmunidad innata.
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FIGURA 3-1 Origen de las células en la médula ósea. Nótese que las células linfoides se originan a partir de células madre diferentes a las células del sistema mieloide. Obsérvese también que células como los eosinófilos y los basófilos probablemente mantengan una estrecha relación a pesar de presentar importantes diferencias morfológicas.








CLASIFICACIÓN DE LOS LEUCOCITOS


El examen de una tinción sanguínea revela que hay varios tipos de leucocitos diferentes. Algunos leucocitos tienen un citoplasma lleno de gránulos, denominándose granulocitos (fig. 3-2). Los granulocitos tienen un núcleo característico, lobulado, irregular, y se los designa como «polimorfonucleares» (como oposición al núcleo único, redondeado, de las células «mononucleares», tales como los macrófagos). Los granulocitos se clasifican en tres poblaciones en función de las propiedades tintoriales de sus gránulos. Las células cuyos gránulos captan colorantes básicos, como la hematoxilina, se denominan basófilos; aquellas cuyos gránulos captan colorantes ácidos, como la eosina, se llaman eosinófilos, y aquellas que no captan colorantes básicos ni ácidos se denominan neutrófilos. Todas ellas realizan importantes funciones en la defensa del organismo.
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FIGURA 3-2 Diferenciación y nomenclatura de las células presentes en la sangre. Los leucocitos se diferencian, en primer lugar, en función de la forma de su núcleo. Las células polimorfonucleares se distinguen por las características tintoriales de sus gránulos. Los linfocitos y los macrófagos se diferencian según la morfología del núcleo y la extensión del citoplasma. Nótese que no es posible establecer las diferencias de las diversas subpoblaciones de linfocitos en función de su morfología.











NEUTRÓFILOS


El leucocito sanguíneo más importante es el granulocito polimorfonuclear neutrófilo, que en general recibe la denominación de neutrófilo (fig. 3-3). Los neutrófilos se forman a partir de células madre en la médula ósea a un ritmo cercano a 8 × 106 por minuto en los seres humanos, migran a la corriente sanguínea y aproximadamente 12 horas después penetran en los tejidos. Mueren a los pocos días y, por tanto, deben ser constantemente renovados. Los neutrófilos constituyen entre el 60 y el 75% de los leucocitos en sangre en muchos carnívoros, pero solamente el 50% en caballos y del 20 al 30% en bóvidos, cabras y roedores de laboratorio. Hay dos grupos de neutrófilos en sangre: un grupo circulante y otro grupo de células secuestrado en los capilares. Durante las infecciones bacterianas el número de neutrófilos circulantes puede incrementarse diez veces, ya que son liberados desde la médula ósea y el conjunto de los secuestrados.
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FIGURA 3-3 Principales características estructurales de un neutrófilo.




Los receptores tipo Toll se expresan en las células madre mieloides. La unión de los patrones moleculares asociados a patógenos, como los lipopolisacáridos (LPS), a estos receptores estimula la producción de más neutrófilos. Los receptores tipo Toll proporcionan una ruta mediante la cual las células del sistema inmune innato pueden ser rápidamente repuestas en respuesta a las infecciones.






Estructura


Los neutrófilos que se encuentran en suspensión en la sangre son células redondeadas, de alrededor de 10 a 20 μm de diámetro. Tienen un citoplasma finamente granular, y en el centro del mismo, un núcleo segmentado irregularmente o en forma de salchicha (fig. 3-4). Debido a que la cromatina del núcleo es compacta, los neutrófilos no pueden dividirse. La microscopía electrónica muestra en su citoplasma la presencia de muchos tipos diferentes de gránulos ricos en enzimas (fig. 3-5). Algunos de estos gránulos contienen enzimas como mieloperoxidasa, lisozima, elastasa, β-glucuronidasa y catepsina B. Otros gránulos no presentan mieloperoxidasa, pero contienen lisozima, colagenasa y lactoferrina, una proteína de unión al hierro. Los neutrófilos maduros poseen un pequeño aparato de Golgi y unos pocos ribosomas o un retículo endoplásmico rugoso.
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FIGURA 3-4 Neutrófilos en un frotis de sangre periférica. A, Caballo. B, Gato. C, Perro. Estas células tienen un diámetro aproximado de 10 μm. Tinción de Giemsa. (Por cortesía del Dr. M. C. Johnson.
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FIGURA 3-5 Fotografía al microscopio electrónico de transmisión de un neutrófilo de conejo. Obsérvense los dos lóbulos del núcleo y el citoplasma repleto de gránulos. (Por cortesía del Dr. S. Linthicum.














CAMBIOS EN LA ADHERENCIA VASCULAR


Los neutrófilos están usualmente confinados en el torrente sanguíneo donde circulan con otras células, pero son atraídos hacia los tejidos como defensa frente a una invasión microbiana, pudiendo abandonar la circulación sanguínea. En los tejidos normales, los neutrófilos son vehiculados a lo largo del flujo, como otras células sanguíneas. En los tejidos inflamados este rápido movimiento celular puede disminuir y detenerse, y estas células pueden adherirse a las paredes vasculares y abandonar los vasos sanguíneos mediante la emigración a través de las paredes. Esta emigración es estimulada por cambios tanto en las células endoteliales de las paredes vasculares, como en los propios neutrófilos.









Cambios en las células endoteliales


Los productos bacterianos, como el LPS, o las alarminas de los tejidos lesionados, tales como la trombina o la histamina, provocan la expresión de una glucoproteína denominada selectina-P (CD62P) en las células endoteliales de los capilares. La selectina-P normalmente está almacenada, pero se traslada a la superficie de las células endoteliales pocos minutos después de la estimulación. Una vez expresada en la superficie de las células endoteliales, la selectina se une a una proteína denominada selectina-L (CD62L) de la superficie de los neutrófilos circulantes. Esta unión es transitoria, ya que los neutrófilos suprimen rápidamente la expresión de selectina-L. Sin embargo, los neutrófilos se ralentizan gradualmente y ruedan a través de la superficie de las células endoteliales mientras pierden velocidad y finalmente se detienen por completo (fig. 3-6).
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FIGURA 3-6 Etapas de la adhesión y emigración de los neutrófilos desde los vasos sanguíneos. Las selectinas de las células endoteliales frenan a los neutrófilos y los estimulan para que rueden. Cuando los neutrófilos se detienen, las integrinas los unen firmemente a las células endoteliales y los inducen a emigrar a los tejidos.











Cambios en los neutrófilos


Mientras los neutrófilos ruedan sobre la superficie del endotelio, se produce una segunda fase de adhesión. El factor activador plaquetario secretado por las células endoteliales activa a los neutrófilos rodantes a expresar una proteína denominada CD11a/CD18 o LFA-1 (antígeno-1 asociado a la función de los neutrófilos). El LFA-1 es una proteína de adhesión o integrina, que se une fuertemente a una glucoproteína denominada molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1 o CD54) expresada en las células endoteliales. Esta fuerte unión provoca que el neutrófilo se detenga por completo y se una con mayor firmeza a la pared vascular, a pesar de la fuerza de arrastre de la corriente sanguínea. Los neutrófilos adheridos secretan pequeñas cantidades de elastasa, la cual elimina la CD43 (leucosialina), una proteína antiadherente de la superficie de los neutrófilos que aumenta la fuerza de unión de estas células a las endoteliales.
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FIGURA 3-7 Esquema simple de las proteínas y sus ligandos que participan en la unión de los neutrófilos a las células del endotelio vascular. Las selectinas son proteínas de unión a carbohidratos que se combinan con otras glucoproteínas a través de un carbohidrato denominado sialilo de Lewisx (Slex). Esta unión mediada por selectinas es débil y temporal. Posteriormente, las integrinas de los leucocitos, especialmente CD11a/18, se unen con fuerza a su ligando, la molécula de adhesión intercelular tipo 1 (ICAM-1), en las células del endotelio vascular.




La tercera fase de incremento de adhesión entre leucocitos y células endoteliales se desarrolla a las pocas horas y está mediada por citoquinas y quimioquinas. De esta forma, las células endoteliales activadas por la interleuquina-1 (IL-1), la interleuquina-23 (IL-23) o el factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) expresan la selectina-E (CD62E), la cual aumenta mucho más la adhesividad de los neutrófilos. Las IL-1 e IL-23 también inducen la producción de la quimioquina CXCL8 por las células endoteliales, la cual atrae a más neutrófilos. El TNF-α estimula a las células endoteliales a secretar IL-1, y también fomenta la vasodilatación, la actividad procoagulante y la trombosis, e incrementa la expresión de proteínas de adhesión celular y la síntesis de moléculas quimiotácticas.









Integrinas


Muchas proteínas de la superficie celular hacen que las células se agrupen. De estas, las más importantes son las integrinas, de las que hay varias familias. Cada una consiste en una pareja de cadenas proteicas (heterodímeros) formadas por una cadena α específica unida a una cadena β común. Por ejemplo, en los neutrófilos se encuentran tres integrinas-β2. La cadena α, denominada CD11a, b o c, está unida a una cadena común β2 (CD18). De esta manera, las tres integrinas se denominan CD11a/CD18, CD11b/CD18 y CD11c/CD18. Como se describió antes, la LFA-1 expresada por los neutrófilos activados se une a ICAM-1 expresada en las células endoteliales de los capilares. La CD11b/CD18 también une los leucocitos a las células endoteliales y es un receptor para algunos componentes del sistema del complemento (receptor 3 del complemento, CR3) (v. cap. 5).









Emigración


Después de unirse a las paredes de los vasos sanguíneos y de detenerse por completo, los neutrófilos emigran a los tejidos circundantes bajo la influencia de quimioatrayentes (fig. 3-8). Los neutrofilos emigrantes se introducenentre las células endoteliales y la membrana basal, denominándose este proceso diapédesis o transmigración. Esto les capacita a que avancen hacia algún microbio invasor. Como los neutrófilos son los más móviles entre los leucocitos sanguíneos, son las primeras células en llegar a los tejidos lesionados.
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FIGURA 3-8 Vénula inflamada de una rata. La célula señalada con el número 1 es un neutrófilo que se abre camino a través de la pared del capilar para alcanzar los tejidos circundantes. CP, Célula periendotelial; E, endotelio; Er, eritrocito; la célula 2 es también un neutrófilo.


(Tomada de Marchesi VT, Florey HW: Q J Exp Physiol 45:343, 1960.












FAGOCITOSIS


Una vez que alcanzan los lugares de invasión microbiana, los neutrófilos ingieren y destruyen a las partículas extrañas, tales como bacterias invasoras, mediante la fagocitosis. Aunque es un proceso continuo, la fagocitosis puede ser dividida en varias etapas bien definidas: activación, quimiotaxis, adherencia, ingestión y destrucción (fig. 3-9).
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FIGURA 3-9 Diferentes etapas en el proceso de fagocitosis.








Activación


Antes de que los neutrófilos ataquen y destruyan a los microorganismos invasores, deben ser «activados». Cuando los neutrófilos reciben la doble señal correspondiente a la unión de las integrinas y a la estimulación por TNF-α, CXCL8 o C5a, secretan elastasa, defensinas y oxidantes. La elastasa liberada promueve su adhesividad. Los oxidantes activan a las metaloproteínas tisulares, las cuales inducen la liberación de más TNF-α por los macrófagos. El TNF-α a su vez atrae a más neutrófilos.









Quimiotaxis


Los neutrófilos no deambulan al azar, sino que se dirigen directamente hacia los microorganismos invasores y a las células lesionadas mediante un proceso denominado quimiotaxis. La invasión microbiana y la lesión tisular resultante generan la producción de muchas moléculas quimiotácticas diferentes. Entre ellas se incluye un péptido denominado C5a, generado por la activación del complemento (v. cap. 5); un péptido denominado fibropéptido B, derivado del fibrinógeno, y un péptido denominado azurocidina, relacionado con las defensinas. Otras moléculas quimiotácticas engloban muchas quimioquinas diferentes (v. cap. 2) y lípidos, tales como el leucotrieno B4. Las bacterias invasoras liberan péptidos con grupos de metionina formilada que poseen un gran poder quimiotáctico para los neutrófilos de algunos mamíferos. Mientras los neutrófilos migran, reciben una multitud de señales de atracción hacia los lugares de invasión y tejidos lesionados.


Los neutrófilos de todos los animales no muestran igual grado de respuesta. Por ejemplo, algunos bóvidos con un genotipo específico para el receptor de quimioquina CXCR2 presentan una disminución en la migración de neutrófilos en comparación con bóvidos con otros genotipos. Los bóvidos con este genotipo específico también presentan una reducción en la expresión de las cadenas CD18 y CD11b en las integrinas y una disminución en la resistencia a la mastitis (infecciones de la ubre).


Conforme las moléculas quimiotácticas se difunden por los lugares de invasión microbiana, se establece un gradiente de concentración. Cuando los neutrófilos detectan estas moléculas, se desplazan hacia la zona de mayor concentración (la fuente del material). Las células en movimiento generan proyecciones (lamelipodios) que se extienden hacia fuera. Los receptores de las moléculas quimiotácticas están distribuidos por la superficie de los neutrófilos, pero la formación de lamelipodios hacia el exterior del borde celular está dirigida por las altas concentraciones de las moléculas quimiotácticas.









Adherencia y opsonización


Una vez que un neutrófilo encuentra una bacteria, debe «unirse» a ella. Esto no se produce de manera espontánea, debido a que tanto las células como las bacterias suspendidas en los líquidos corporales suelen tener carga negativa (potencial zeta) y, como consecuencia, se repelen entre sí. La carga debe ser neutralizada, lo cual requiere que la bacteria sea recubierta con moléculas cargadas positivamente. Las moléculas que recubren de esta manera a la bacteria, y por tanto promueven la fagocitosis, se denominan opsoninas. Esta palabra deriva de una palabra griega que significa «salsa» que implica quizá que permiten que la bacteria sea «apetitosa» para los neutrófilos. Estas moléculas cargadas incluyen moléculas de la inmunidad innata, tales como la lectina de unión a manosa y los componentes del complemento, y moléculas de la inmunidad adquirida, como los anticuerpos (v. cap. 14).


La superficie de las células fagocíticas está también tapizada con muchos receptores que pueden reconocer sus ligandos en la superficie de los agentes infecciosos. Estos receptores pueden reconocer directamente una partícula o las opsoninas. La ingestión puede no depender de la opsonización, pues los neutrófilos tienen algunos receptores de superficie, tales como receptores de manosa o integrinas, que se unen directamente a las bacterias.


La fagocitosis mediada por el receptor de anticuerpos (o fagocitosis tipo I) se activa por la unión de la bacteria recubierta por anticuerpos a los receptores de los mismos en la superficie de los neutrófilos (fig. 3-10). El CD32 es un ejemplo de un receptor para anticuerpos, de manera que los microbios recubiertos por anticuerpos se unen a CD32 y estimulan la polimerización de la actina-F. Como consecuencia, los lamelipodios ricos en actina-F se extienden desde la célula para englobar a la partícula. El ligando de CD32 se localiza en la región Fc de la molécula de anticuerpo (v. cap. 13). Por tanto, CD32 es un ejemplo de un receptor para Fc (FcR). (Como hay varios receptores para Fc diferentes, CD32 se clasifica como FcγRII.)
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FIGURA 3-10 Opsonización de una bacteria por anticuerpos y por el sistema del complemento. La combinación de estos ligandos con sus receptores apropiados desencadena la ingestión y el estallido respiratorio. El receptor de anticuerpos se denomina CD32, y el receptor del complemento, CD35. La fagocitosis de tipo I está mediada por anticuerpos a través de CD32. La fagocitosis de tipo II está mediada por el complemento a través de CD35.




En la fagocitosis mediada por el sistema del complemento (fagocitosis tipo II), las partículas se interiorizan en el neutrófilo sin la formación de lamelipodio, sugiriendo que el proceso de ingestión es esencialmente diferente del proceso mediado por anticuerpos. La molécula CD35 (o receptor 1 del sistema del complemento, CR1) es un receptor para el componente C3b del complemento. El receptor CR1 no se encuentra solamente en los neutrófilos, sino también en otros granulocitos, monocitos, eritrocitos y linfocitos B. La unión de las partículas recubiertas con C3b al receptor CD35 de los neutrófilos induce su ataque, pero no estimula necesariamente la ingestión.


Los anticuerpos, las proteínas más importantes del sistema inmune adquirido, son sin duda las opsoninas más efectivas. Los anticuerpos recubren la bacteria, tras lo que se unen a los receptores en las células fagocíticas y estimulan su ingestión. Sin embargo, como se ha señalado previamente, los anticuerpos no son producidos hasta que no han transcurrido varios días desde el comienzo de una infección, por lo que el organismo depende de las opsoninas de la inmunidad innata para que se produzca una protección inmediata.


Otro mecanismo importante que promueve el contacto entre bacterias y neutrófilos es el atrapamiento o captura. Normalmente, una bacteria puede escapar flotando libremente al encontrarse con un neutrófilo suspendido en el plasma sanguíneo. Sin embargo, si está confinada en los tejidos o atrapada entre un neutrófilo y alguna otra célula de la superficie, pierde su capacidad de escaparse y puede ser ingerida con facilidad. Este proceso se denomina fagocitosis de superficie.


Aunque generalmente se ha aceptado que los neutrófilos ingieren a las bacterias antes de destruirlas, también las pueden atrapar y destruir extracelularmente. Tras su activación por IL-8 o LPS, las proteínas de los granulocitos de los neutrófilos y la cromatina se liberan al fluido extracelular, donde juntas forman un entramado de fibras extracelulares. Estas fibras no solo pueden capturar físicamente a las bacterias, sino que además pueden destruir y eliminar sus factores de virulencia. Estas trampas extracelulares producidas por los neutrófilos (NETS) son abundantes en los lugares de inflamación aguda y se encuentran, por ejemplo, en la leche de hembras con mastitis.









Ingestión


Cuando los neutrófilos se desplazan hacia un foco quimiotáctico, un lamelipodio avanza en primer lugar, seguido de la porción principal de la célula. El citoplasma del lamelipodio contiene una red filamentosa de actina y miosina, cuyo estado determina la fluidez del citoplasma. Cuando el neutrófilo encuentra una bacteria, su lamelipodio se extiende y rodea al microorganismo y se produce la unión entre las opsoninas en la bacteria y los receptores en la superficie del neutrófilo (fig. 3-11).
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FIGURA 3-11 Fotografía de microscopio electrónico de barrido de un neutrófilo de leche bovina ingiriendo Streptococcus agalactiae. Obsérvese cómo una película de citoplasma del neutrófilo parece fluir sobre la superficie de la bacteria. Aumento original ¥5.000.




La unión de estos receptores permite que una estructura en forma de copa recubra la partícula. La bacteria es finalmente atraída al interior celular, y a medida que es englobada queda confinada en una vacuola denominada fagosoma. La facilidad con que se produzca esta ingestión depende de las propiedades de la superficie bacteriana. El citoplasma del neutrófilo fluye fácilmente sobre superficies lipídicas, de manera que las bacterias hidrófobas, como Mycobacterium tuberculosis, son fácilmente ingeridas. Por el contario, Streptococcus pneumoniae, que causa neumonía en los seres humanos, posee una cápsula hidrófila, y es difícilmente fagocitado a menos que se vuelva hidrofóbico mediante la opsonización. El recubrimiento progresivo de una partícula por la unión de receptores celulares con sus ligandos en la partícula se ha comparado con el funcionamiento de una cremallera. Un proceso alternativo se denomina fagocitosis por enrollamiento, en cuyo caso un único lamelipodio se puede plegar varias veces sobre sí mismo alrededor del organismo. Este proceso está asociado con bacterias tales como Legionella pneumophila y Borrelia burgdorferi.









Destrucción


La destrucción de la bacteria ingerida ocurre a través de dos procesos distintos: el estallido respiratorio (que implica la generación de potentes radicales oxidantes) y la liberación de enzimas líticas y péptidos antimicrobianos de los gránulos intracelulares.






Estallido respiratorio


A los pocos segundos de la unión con una bacteria, los neutrófilos incrementan su consumo de oxígeno aproximadamente 100 veces. Este incremento es el resultado de la activación de un complejo enzimático de la superficie celular denominado NADPH oxidasa (NOX). Los componentes del complejo NOX están separados en las células en reposo, pero son ensamblados cuando unneutrófilo se une a citoquinas como el TNF-α o se expone a otros estímulos inflamatorios (fig. 3-12). Una vez ensamblado, el NOX activado transforma el NADPH (forma reducida del NADP, nicotinamida-adenina-dinucleótido-fosfato) en NADP+ liberando electrones. Una molécula de oxígeno acepta un electrón donado, provocando la generación de un anión superóxido (la indicación en •O2− denota la presencia de un electrón no pareado):
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FIGURA 3-12 Principales características de la vía del estallido respiratorio en los neutrófilos. El proceso se activa por citoquinas como TNF-α o por la unión de una bacteria opsonizada a los receptores fagocitarios, que ocasiona el ensamblaje del multicomplejo enzimático NADPH oxidasa (NOX) en la membrana del fagosoma. Una vez ensamblado, NOX cataliza la generación de productos bactericidas, tales como el peróxido de hidrógeno (H2O2), e iones hipocloruro (OCl−).
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El NADP+ acelera la vía de la hexosa monofosfato, una ruta metabólica que transforma la glucosa en pentosa y CO2 y libera energía que utilizará la célula. Las dos moléculas de •O2− interactúan de forma espontánea (dismutación) para generar una molécula de H2O2, bajo el efecto de la enzima superóxido dismutasa.
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Debido a que esta reacción ocurre con gran rapidez, el anión superóxido no se acumula, mientras que el H2O2 sí lo hace. El peróxido de hidrógeno se transforma en compuestos bactericidas a través de la acción de la mieloperoxidasa, que es la enzima más importante del estallido respiratorio en los gránulos de los neutrófilos. La mieloperoxidasa cataliza la reacción entre el peróxido de hidrógeno y los iones halógenos intracelulares (Cl−, Br−, I− o SCN−) para producir hipohaluros:
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El ion Cl− del plasma probablemente se utiliza en la mayor parte de los lugares donde hay una reacción inflamatoria, excepto en la leche y la saliva, donde también se emplea el SCN−. El ion OCl− es el más importante de los productos del metabolismo oxidativo de los neutrófilos. Debido a su intensa reactividad, no se acumula en los sistemas biológicos, sino que desaparece a través de múltiples reacciones. Mientras haya H2O2 (y los neutrófilos pueden estar generando H2O2 durante tres horas tras su activación), la mieloperoxidasa utiliza el ion Cl− para generar OCl−, el cual destruye a las bacterias mediante la oxidación de sus proteínas y lípidos e intensifica las propiedades bactericidas de las enzimas lisosómicas (recuérdese que ClOH o hipoclorito es el ingrediente activo de los blanqueadores domésticos, y se utiliza a menudo para prevenir la proliferación de bacterias en las piscinas). Existen pequeñas diferencias cuantitativas en la actividad de los neutrófilos de las distintas especies domésticas, especialmente en la intensidad del estallido respiratorio. Por ejemplo, los neutrófilos ovinos parece que producen menos superóxido que los neutrófilos de los bóvidos y de los seres humanos. Los neutrófilos también tienen mecanismos de defensa para detoxificar los radicales oxidantes y minimizar el daño colateral. De esta forma, los neutrófilos contienen gran cantidad de glutation, que reduce dichos oxidantes. Los metales con actividad redox, como el hierro, pueden unirse a la lactoferrina con el objeto de minimizar la formación de OH, mientras que los antioxidantes, como el ascorbato o la vitamina E, interrumpen estas reacciones.















MOLÉCULAS ANTIMICROBIANAS






Enzimas líticas


A la vez que muchas bacterias son destruidas por oxidación, los fagosomas continúan su maduración, acidificando progresivamente su contenido y reduciendo su pH a niveles óptimos para las proteasas de los granulomas.


Una vez que la bacteria es atraída por la membrana del neutrófilo, los gránulos (o lisosomas) migran a través del citoplasma, se funden con el fagosoma maduro y liberan sus enzimas. A esta vacuola combinada se denomina fagolisosoma. El aumento de la intensidad iónica dentro de los fagosomas libera enzimas tales como la elastasa y la catepsina G desde su matriz de proteoglucano sulfatado (fig. 3-13). Entre otras enzimas lisosomales se incluyen la lisozima, las proteasas, las hidrolasas ácidas y la mieloperoxidasa. Las enzimas que se acumulan en los fagosomas pueden digerir las paredes bacterianas y destruir muchos microorganismos, pero, como cabría esperar, se observan variaciones en la susceptibilidad. Por ejemplo, las bacterias Gram-positivas susceptibles a la lisozima son rápidamente destruidas, mientras que las Gram-negativas, como Escherichia coli, sobreviven algún tiempo más, ya que su pared externa es relativamente resistente a la digestión. La lactoferrina, por su unión al hierro, puede privar a la bacteria de este nutriente esencial y limitar su proliferación. Algunos microorganismos, como Brucella abortus y Listeria monocytogenes, pueden interferir con la maduración del fagosoma, de manera que no entran en contacto con los enzimas lisosomales y pueden multiplicarse en el interior de las células fagocíticas. Las enzimas de los neutrófilos se liberan a los tejidos provocando que el TNF-α unido a la membrana de los macrófagos se desprenda. El TNF-α atrae y activa a más neutrófilos.
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FIGURA 3-13 Algunas de las enzimas y otras moléculas antibacterianas presentes en los diversos gránulos citoplasmáticos de los neutrófilos.











Péptidos


Los péptidos antimicrobianos están ampliamente distribuidos en el reino animal y vegetal, y se han identificado más de 800. Aunque estructuralmente son muy diversos, estos péptidos presentan una carga catiónica neta debida a la presencia de gran cantidad de residuos de arginina y lisina y a la capacidad de formar estructuras anfipáticas; esto sucede porque tienen regiones hidrófobas e hidrófilas. Las regiones hidrófobas pueden insertarse en las membranas bacterianas ricas en lípidos, mientras que las regiones hidrófilas pueden formar canales semejantes a los poros o simplemente cubrir la membrana. Esto provoca la ruptura de la membrana y la muerte bacteriana.


Los péptidos catiónicos antimicrobianos pueden destruir a la mayoría de especies bacterianas, así como a algunos hongos, protozoos, virus con envoltura y células tumorales. El hecho de que destruyan a los microorganismos en vez de a las células del hospedador pudiera deberse a que interaccionan con los fosfolípidos microbianos, el LPS o los ácidos teicoicos.


Los péptidos antimicrobianos se concentran en los lugares donde es más probable que se hallen los microorganismos, incluidas localizaciones intracelulares, como en el interior de los neutrófilos y de los macrófagos (v. cap. 4), y extracelulares en los órganos linfoides (v. cap. 10). Las células epiteliales de la piel y de los tractos respiratorio, intestinal y genital también sintetizan péptidos antimicrobianos.


Las defensinas son los péptidos antimicrobianos típicos. Presentan de 28 a 42 aminoácidos con una configuración en láminas β, que contienen tres o cuatro uniones disulfuro. En los mamíferos se han identificado más de 50 defensinas diferentes. Las defensinas de los vertebrados se clasifican como α, β o θ en función de su origen y número y posición de sus uniones disulfuro. Las defensinas α representan aproximadamente el 15% del total de proteínas de los gránulos de los neutrófilos. En bóvidos, solo en los neutrófilos se producen al menos 13 defensinas α diferentes. También se encuentran en los gránulos de las células de Paneth en el intestino delgado. Las defensinas β se expresan en gran cantidad de tejidos, incluyendo las células epiteliales de la superficie de las vías respiratorias, de la piel, de las glándulas salivares y del sistema urinario. La defensina θ es un péptido circular que se encuentra solamente en los neutrófilos de los primates. Las defensinas pueden producirse a un ritmo constante (constitutivamente) o en respuesta a una infección microbiana. Algunas defensinas atraen a los monocitos, a las células dendríticas inmaduras y a los linfocitos T. Todas las defensinas identificadas hasta el momento son capaces de destruir o inactivar algunas bacterias, hongos o virus con envoltura, y algunas también neutralizan toxinas microbianas, como las toxinas de Bacillus anthracis, Corynebacterium diphtheriae y la estafiloquinasa del Staphylococcus aureus.


Como se indica en el párrafo anterior, aunque están presentes en los tejidos sanos, la concentración de defensinas se incrementa en respuesta a las infecciones. Por ejemplo, en los bóvidos infectados con Cryptosporidium parvum o con Mycobacterium paratuberculosis hay un incremento significativo en la producción de criptidina. La infección por Mannheimia hemolytica en los pulmones de bóvidos induce al epitelio de las vías respiratorias a que exprese más defensinas.


La segunda clase más importante de péptidos antibacterianos en los gránulos de los neutrófilos son las catelicidinas, unos péptidos con una cadena de un tamaño de 12 a 80 aminoácidos, con un amplio rango de actividad antibacteriana. Se almacenan inactivos en el interior de las células combinados con un precursor peptídico N-terminal conservado, de alrededor de 100 aminoácidos, y se liberan por la fragmentación de la molécula precursora. Se denominan utilizando acrónimos o los símbolos de los aminoácidos seguidos del número de aminoácidos que contienen, aunque muchos de estos péptidos se designan de forma específica con nombres tales como protegrinas, novispirina y ovispirina. En los seres humanos y en el ratón solamente hay un gen codificador de catelicidina, mientras que en cerdos, bóvidos y caballos hay múltiples genes. Se ha demostrado que la catelicidina PR-39 porcina promueve la reparación de las heridas, la angiogénesis y la quimiotaxis de los neutrófilos. La catelicidina BMAP-28 de los bóvidos induce apoptosis en algunas células y puede servir para deshacerse de células no deseadas.


Otros péptidos antibacterianos son las serprocidinas y las granulisinas. Las serprocidinas son serín proteasas antimicrobianas que se encuentran en los gránulos primarios de los neutrófilos. Las granulisinas son péptidos producidos por linfocitos T citotóxicos y por las células asesinas naturales (v. caps. 16 y 30). Además de sus funciones antibacterianas, las granulisinas son agentes quimiotácticos y activadores de macrófagos. Otras dos importantes proteínas antimicrobianas son la proteína que incrementa la permeabilidad bacteriana (BPI) y la calprotectina. La proteína BPI es uno de los constituyentes más abundantes de los gránulos de los neutrófilos de los seres humanos y del conejo, y destruyen las bacterias Gram-negativas al unirse a los lipopolisacáridos y al lesionar la membrana interna. La calprotectina se encuentra en neutrófilos, monocitos, macrófagos y células epidérmicas. Constituye el 60% de las proteínas del citoplasma del neutrófilo y se libera en grandes cantidades a la sangre y a los líquidos tisulares durante la inflamación.









Lisozima


La enzima lisozima rompe las uniones entre el ácido N-acetil murámico y la N-acetil glucosamina y, por tanto, destruye los peptidoglucanos de las bacterias Gram-positivas. La lisozima se encuentra en todos los fluidos orgánicos excepto en el líquido cefalorraquídeo y en la orina. Está ausente en los neutrófilos y en las lágrimas de los bóvidos, pero se encuentra en grandes cantidades en las lágrimas de otros mamíferos y en la cáscara del huevo. Muchas de las bacterias destruidas por la lisozima no son patógenas, por lo que podría deducirse que su ausencia de patogenicidad está relacionada con esta susceptibilidad. Dado que la lisozima se encuentra en concentraciones elevadas en algunos gránulos de los neutrófilos, se acumula en áreas de inflamación aguda, incluyendo los lugares de invasión bacteriana. La lisozima también es una potente opsonina innata, uniéndose a la superficie de las bacterias y facilitando así su fagocitosis en ausencia de anticuerpos específicos y en condiciones donde su actividad enzimática no es efectiva.









Lectinas


Las lectinas son proteínas que se unen a los carbohidratos. Dado que los carbohidratos son los componentes mayoritarios de las paredes bacterianas, las lectinas se unen a menudo a las bacterias. Las lectinas de los mamíferos se clasifican en los tipos P, S y C (fig. 3-14).
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FIGURA 3-14 Las proteínas de unión a carbohidratos, denominadas lectinas, desempeñan un importante papel en la defensa del organismo. Pueden unirse a los carbohidratos bacterianos y entonces actuar como opsoninas o activadores de otras defensas innatas. Son muy diversas y pertenecen a múltiples familias proteicas.




Las pentraxinas son lectinas tipo P, e incluyen dos importantes moléculas: la proteína C reactiva (CRP) y el amiloide P sérico (SAP). Estas son denominadas proteínas de fase aguda, ya que sus niveles en sangre aumentan mucho durante las infecciones o después de un traumatismo. Las pentraxinas tienen múltiples funciones biológicas, incluyendo la activación del sistema del complemento y la estimulación de los leucocitos. Las moléculas de pentraxina consisten en cinco unidades proteicas unidas en un anillo. Las pentraxinas se unen a los carbohidratos, como el LPS bacteriano, en una forma dependiente del calcio. La CRP y el SAP pueden activar la vía clásica del complemento interactuando con C1q (v. cap. 5). También interactúan con neutrófilos, monocitos/macrófagos y células asesinas naturales, aumentando sus actividades. Por ejemplo, CRP no solamente se une a la fosfocolina, una molécula presente en todas las membranas celulares, sino que su receptor más importante en los leucocitos es FcγRII (CD32). Puede unirse a microorganismos invasores y promover su fagocitosis. El SAP se une a polímeros de galactosa y a glucosaminoglucanos.


La galectinas son lectinas tipo S. Su denominación deriva de su especificidad para los galactósidos. Desempeñan un papel importante en la inflamación al mediar la unión de los leucocitos a la matriz extracelular.


Las lectinas tipo C requieren calcio para unirse a los carbohidratos. Son el grupo que incluye a las selectinas,involucradas en la adherencia a las paredes de los vasos sanguíneos, y las colectinas, que son componentes fundamentales del sistema inmune innato. Las terminaciones de las moléculas de colectinas tienen una función diferente: el dominio C-terminal se une a los carbohidratos de las bacterias, mientras que el dominio N-terminal interactúa con las células y con los componentes del complemento, ejerciendo así su efecto biológico. Dado que las colectinas reconocen carbohidratos extraños, se las reconoce como parte del sistema de defensa innato del hospedador.


La lectina más importante del sistema inmune innato es la lectina de unión a manosa (MBL), una colectina que se encuentra en el suero. La MBL presenta múltiples lugares de unión a carbohidratos que se unen a oligosacáridos, como la N-acetilglucosamina, la manosa, la glucosa, la galactosa y la N-acetilgalactosamina. La unión es relativamente débil, pero los múltiples lugares de unión proporcionan una alta actividad funcional. Muchos de los ligandos de MBL están presentes en concentraciones elevadas en las superficies microbianas. Como resultado, MBL se une fuertemente a bacterias como Salmonella enterica, L. monocytogenes, Haemophilus influenzae y Neisseria meningitidis; con afinidad moderada a Streptococcus y E. coli, y no se une a las bacterias N. meningitidis, H. influenzae o Streptococcus agalactiae capsuladas. MBL se une fuertemente a levaduras, como Candida albicans y Cryptococcus neoformans. Puede unirse a virus como el virus de la inmunodeficiencia humana y al virus de la influenza A, y también a parásitos protozoos como Leishmania. La MBL desempeña un papel muy importante en la activación del sistema del complemento (v. cap. 5). En el cerdo hay dos formas de lectinas de unión a manosa llamadas MBL-A y MBL-C. Estas pueden unirse a Actinobacillus suis y a Haemophilus parasuis. Algunas razas de cerdos europeos pueden expresar bajos niveles de MBL-C y, por tanto, tener una mayor susceptibilidad a las enfermedades.


Las colectinas pueden unirse a leucocitos, plaquetas, células endoteliales y fibroblastos. Las bacterias recubiertas por MBL son ingeridas rápidamente por las células fagocíticas a través de la interacción con los receptores de superficie. Las colectinas son especialmente importantes en animales jóvenes, en los cuales el sistema inmune adquirido no es capaz de establecer una respuesta eficiente. Como resultado, una deficiencia congénita en MBL provoca en los jóvenes una gran susceptibilidad a las infecciones. En los mamíferos se han identificado seis colectinas diferentes: conglutinina, MBL, proteínas surfactantes pulmonares (SP-A, SP-D), colectina-46 (CL-46) y CL-43; de entre ellas, las congutininas CL-46 y CL-43 solo se han identificado en bóvidos.









Proteínas de unión al hierro


Uno de los factores innatos más importantes que determina el éxito o el fracaso de la invasión bacteriana es la disponibilidad de hierro. Muchas bacterias patógenas, como S. aureus, E. coli, B. anthracis, Pasteurella multocida y M. tuberculosis, requieren grandes cantidades de hierro para su multiplicación, puesto que es un oligoelemento fundamental para la actividad catalítica de muchas enzimas. Sin embargo, el hospedador animal también requiere hierro para sobrevivir, de modo que ambos, microorganismo y hospedador, compiten por el mismo metal. Las concentraciones de hierro en el interior de los tejidos animales son usualmente muy bajas. La sangre de los mamíferos contiene 10−26M de hierro libre, puesto que casi todo el hierro disponible se encuentra unido a la transferrina, una proteína de unión al hierro. Así pues, una estrategia defensiva muy efectiva es desplazar todo el hierro que sea posible de los lugares de invasión bacteriana. En el interior del organismo el hierro está asociado con varias proteínas, como transferrina, lactoferrina, siderocalina, haptoglobina y ferritina. Cuando las bacterias invaden el organismo, cesa la absorción intestinal de hierro. Las células del hígado se estimulan con objeto de secretar transferrina y haptoglobina, incrementando la incorporación de hierro en el hígado. Esto reduce con gran efectividad la disponibilidad de hierro todavía más. Una situación similar ocurre en las glándulas mamarias, donde, en respuesta a la invasión bacteriana, los neutrófilos de la leche liberan sus reservas de lactoferrina, la cual se une al hierro libre y lo inutiliza para la bacteria. A pesar de la reducción del hierro útil, algunas bacterias, como M. tuberculosis, B. anthracis y E. coli, pueden invadir el organismo con éxito, ya que producen potentes proteínas de unión al hierro (sideróforos), que pueden captar el hierro de la transferrina o de la lactoferrina. En este sentido, el organismo y las bacterias están implicados en un «tira y afloja» por las moléculas de hierro. Las micobacterias usan su sideróforo, carboximicobactina, para capturar el hierro de la ferritina de los mamíferos. El resultado de esta competición puede determinar la trascendencia de la infección. Cuando los niveles de hierro sanguíneos se elevan, como ocurre tras la destrucción de los glóbulos rojos, los animales comienzan a ser más susceptibles a las infecciones bacterianas.


Los mamíferos también pueden capturar hierro mediante la sustracción de los sideróforos bacterianos. Mientras transcurren las infecciones bacterianas, el hígado de los mamíferos, el bazo y los macrófagos sintetizan una proteína denominada lipocalina 2, llamada también siderocalina, que se une al sideróforo bacteriano enteroquelina con una elevada afinidad. La lipocalina 2 es esencial para la limitación del crecimiento de las bacterias productoras de enteroquelina, como es el caso del E. coli, pero no afecta al crecimiento de bacterias que utilizan otros métodos para la adquisición de hierro.









Sistema del complemento


El sistema del complemento consiste en una mezcla compleja de enzimas, proteínas reguladoras y receptores que desempeñan un papel fundamental en la inmunidad innata antimicrobiana. Este sistema, descrito con detalle en el capítulo 5, puede ser activado simplemente por la exposición de las paredes microbianas a las proteínas del suero, por la unión de MBL a las paredes de los microorganismos, o incluso por los anticuerpos unidos a las paredes microbianas. Una vez activados, los componentes del complemento, especialmente C3 (tercer componente), se unen irreversiblemente a las bacterias e inician la destrucción y la fagocitosis bacterianas.









Citoquinas


Bajo la influencia de las moléculas bacterianas, como el LPS, los neutrófilos pueden secretar muchas citoquinas diferentes, como IL-1α, IL-1β, IL-1RA, TNF-α, IL-6, CXCL8 (IL-8), IL-10 y el factor de crecimiento transformante-β. Aunque producen solo pequeñas cantidades de estas citoquinas, los neutrófilos invaden los lugares de inflamación en gran cantidad, de manera que su contribución global puede ser significativa.












RECEPTORES DE SUPERFICIE


Las células interactúan con muchas moléculas en su entorno, por lo que expresan gran cantidad de receptores diferentes en su superficie. Como se mencionó en el capítulo 2, las glucoproteínas de la superficie celular se clasifican según el sistema de grupos de diferenciación (CD, del inglés cluster of differentiation). Los neutrófilos presentan gran cantidad de moléculas CD diferentes en su superficie (fig. 3-15). Entre estas proteínas, las más relevantes son los receptores para opsoninas y los receptores que median la fijación de los neutrófilos a las paredes de los vasos sanguíneos. Otras moléculas de la superficie de los neutrófilos son los receptores para mediadores de la inflamación, como leucotrienos, componentes del complemento como C5a, quimioquinas y citoquinas.
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FIGURA 3-15 Algunos de los principales receptores de superficie de los neutrófilos y sus funciones.




Un reciente descubrimiento, que tiende a confundir más que a clarificar la identificación celular, es el hecho de que las células pueden intercambiar fragmentos de la superficie de la membrana junto con sus receptores. Por ejemplo, algunas proteínas de membrana pueden transferirse desde una variedad de células apoptóticas o necróticas a los neutrófilos bovinos. Entre ellas se incluyen las moléculas de clase II del complejo mayor de histocompatibilidad y la molécula CD3 de los macrófagos y de los linfocitos T. Esta transferencia está mediada por la fusión de fragmentos de membrana o microvesículas a la membrana del neutrófilo, pero no por la fagocitosis de los fragmentos de la célula. Estos estudios no solo complican los análisis sobre el fenotipo de la membrana celular de los neutrófilos, sino que también pueden tener implicaciones en las funciones que realizan dichas células de defensa.









EVOLUCIÓN FINAL


Los neutrófilos tienen una reserva de energía limitada que no puede ser repuesta. Son activos inmediatamente después de migrar de la médula ósea, pero se extenúan rápidamente y solo pueden realizar una cantidad limitada de procesos de fagocitosis. La gran mayoría de los neutrófilos sobreviven solo durante unos pocos días, por lo que se los considera la primera línea de defensa, que se desplaza velozmente hacia los organismos invasores y los destruye con rapidez, pero que es incapaz de sostener dicho esfuerzo. La segunda línea de defensa es el sistema de los fagocitos mononucleares.
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PUNTOS CLAVE






• Los macrófagos se dirigen hacia los lugares de inflamación después de los neutrófilos. Ingieren y destruyen a los patógenos invasores supervivientes.



• Los macrófagos ingieren a los neutrófilos muertos o alterados y también limitan el daño causado por la liberación de las enzimas de estas células.



• Los macrófagos generan óxido nítrico, un potente agente oxidante.



• Los macrófagos capturan las partículas extrañas del torrente sanguíneo y del tracto respiratorio.



• Los macrófagos son responsables de comenzar el proceso de reparación de la lesión de los tejidos.



• Las citoquinas secretadas por las células centinela causan fiebre y son responsables de los cambios en el comportamiento conocidos como «conducta de enfermedad».



• La producción excesiva de estas citoquinas (tormenta de citoquinas) puede ocasionar síndromes de choque letales.



• La liberación excesiva y crónica de citoquinas inflamatorias puede causar el depósito de proteínas insolubles, denominadas amiloides, en los tejidos.





Aunque los neutrófilos actúan como primera línea de defensa, movilizándose rápidamente, ingiriendo y destruyendo a los microorganismos invasores con entusiasmo, no pueden por sí solos garantizar la destrucción de todos los patógenos. Así pues, el organismo emplea un sistema de apoyo, que utiliza las células fagocíticas denominadas monocitos (cuando se encuentran en la corriente sanguínea) y macrófagos (cuando están en los tejidos). Los macrófagos difieren de los neutrófilos en la rapidez de sus respuestas, que son más lentas; en sus capacidades antimicrobianas, que son mucho mayores; y en su habilidad para estimular las respuestas inmunitarias adquiridas. A diferencia de los neutrófilos, que están especializados en la tarea de destruir organismos invasores, los macrófagos tienen diversas funciones. Éstas no solamente incluyen el desencadenamiento de la inflamación, al actuar como células centinela, sino también la eliminación posterior de los restos generados.






LAS FUNCIONES DE LOS MACRÓFAGOS






Sensores de la invasión


Como se describió en el capítulo 2, los macrófagos poseen receptores tipo Toll (TLR) y receptores tipo NOD (nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors), por lo que pueden detectar bacterias y virus. Responden mediante la producción de citoquinas, siendo las más importantes la interleuquina-1 (IL-1), IL-12, IL-23 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) (fig. 4-1).
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FIGURA 4-1 Citoquinas secretadas por los macrófagos y sus funciones.











Fagocitosis


Los monocitos se unen a las células del endotelio vascular de una forma similar a los neutrófilos. El rodamiento se activa por mediación de su unión con las selectinas, y las células se detienen de forma gradual debido a la unión de las integrinas de los monocitos con los ligandos presentes en las paredes de los vasos sanguíneos. Los monocitos se unen a la molécula de adhesión intercelular tipo 1 endotelial mediante las integrinas β2 y migran a través de los vasos sanguíneos a los tejidos. Cuando se encuentran en los tejidos, se les denomina macrófagos. Varias horas después de que los neutrófilos hayan penetrado en los lugares de inflamación, comienzan a llegar los macrófagos.


Los macrófagos son atraídos no solamente por las moléculas bacterianas y los componentes del complemento, como C5a, sino también por las alarminas liberadas en las células y los tejidos dañados, así como por las defensinas y otros péptidos de los neutrófilos. Los neutrófilos y las células endoteliales activados producen la proteína quimiotáctica tipo 1 para los monocitos (CCL2) por la influencia de la IL-6. Se podría decir que los neutrófilos son los mártires del sistema inmune: son los primeros en detectar y destruir el material extraño, y mediante su muerte atraen a los macrófagos al lugar de la invasión. La fagocitosis por macrófagos es similar al proceso en los neutrófilos: destruyen a las bacterias por mecanismos oxidativos y no oxidativos, pero al contrario que los neutrófilos, los macrófagos pueden asumir una actividad fagocítica sostenida y repetida. Además, los macrófagos secretan colagenasas y elastasas que destruyen el tejido conjuntivo, y también liberan el activador de plasminógeno, que genera plasmina, otra potente proteasa. De este modo, los macrófagos pueden ablandar la matriz del tejido conjuntivo y permitir así una penetración más eficaz en el tejido lesionado.


Los macrófagos pueden fagocitar tanto a los neutrófilos apoptósicos como sus gránulos. El contenido de estos gránulos no siempre es destruido, sino que se transportaría a los endosomas, donde pueden inhibir el crecimiento de bacterias tales como las micobacterias. De esta forma los neutrófilos aumentan la efectividad de los macrófagos en la defensa del organismo.






Generación de óxido nítrico


En algunos mamíferos, especialmente los roedores, los bóvidos, las ovejas y los caballos (pero no en los seres humanos, cerdos, cabras o conejos) los macrófagos se estimulan por los productos o moléculas microbianas, provocando la síntesis de óxido nítrico sintasa inducible (NOS2). Esta enzima utiliza NADPH y oxígeno para actuar sobre la L-arginina y producir grandes cantidades de óxido nítrico (monóxido de nitrógeno, NO) y citrulina (fig. 4-2). Aunque el óxido nítrico en sí mismo no es tóxico, puede reaccionar con el anión superóxido para producir oxidantes muy reactivos y tóxicos, como es el peroxinitrito y el radical dióxido de nitrógeno.
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FIGURA 4-2 Las dos rutas del metabolismo de la arginina en los macrófagos. La producción de óxido nítrico (NO) mediante la utilización de la óxido nítrico sintasa 2 es una ruta antimicrobiana importante y una característica principal de los macrofágos M1. Sin embargo, la utilización de la arginasa para producir ornitina reduce la actividad antimicrobiana de las células M2.
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No todos los macrófagos generan óxido nítrico. Aquellos que lo hacen se denominan células M1, y su función principal es la defensa del hospedador. La producción continua o sostenida de NO permite a los macrófagos M1 destruir de forma muy eficiente a las bacterias, hongos, protozoos, algunos helmintos y células tumorales. El óxido nítrico se une a enzimas que contienen metales, como la ribonucleótido reductasa e impide la síntesis de ADN. También puede bloquear enzimas respiratorias mitocondriales que contienen el grupo hemo.


Una segunda población de macrófagos, denominados células M2, convierte la arginina en ornitina utilizando la enzima arginasa y no produce NO. Estas dos poblaciones de macrófagos realizan diferentes funciones en la defensa del organismo: las células M1 defienden frente a la invasión microbiana y producen citoquinas proinflamatorias, al contrario que las células M2, que reducen la inflamación y producen citoquinas que suprimen las respuestas inmunes. Las células M1 se producen al inicio del proceso inflamatorio, cuando la inflamación es necesaria, mientras que las células M2 aparecen posteriormente en el proceso, cuando se requiere la curación o el restablecimiento. De esta forma, las células M2 promueven la formación de vasos sanguíneos, la reparación y la remodelación de los tejidos.









Activación


Aunque los macrófagos son fagocitos muy eficientes, sus actividades pueden ser realzadas por ciertos mecanismos innatos. Entre los estímulos de activación se incluyen los ligandos para los TLR, como LPS, ADN CpG, carbohidratos microbianos y proteínas del choque, así como las alarminas. Se sabe que los diferentes niveles de activación dependen del agente desencadenante: algunas bacterias, como Mycobacterium tuberculosis, activan a los macrófagos mucho mejor que otras. De esta forma, cuando los macrófagos se trasladan a los tejidos inflamados, producen más enzimas lisosomales, aumentan la actividad fagocítica, incrementan la expresión de los receptores de anticuerpos y del complemento, y secretan más proteasas (fig. 4-3). Las citoquinas producidas por estos macrófagos M1, especialmente TNF-α e IL-12, activan a la población de linfocitos denominada células asesinas naturales (NK). Las células NK a su vez secretan la citoquina interferón-γ (IFN-γ) que activa aún más a los macrófagos. El IFN-γ regula muchos genes diferentes, especialmente el gen que codifica la óxido nítrico sintasa inducible (NOS2). De esta forma el gen para la NOS2 puede ser regulado positivamente 400 veces más por la combinación de IFN-γ y micobacterias. Como resultado del incremento de la producción de NO, las células M1 se convierten en destructores bacterianos muy potentes (cuadro 4-1).
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FIGURA 4-3 La activación progresiva de los macrófagos implica tres vías. Los macrófagos se pueden convertir en células M1 mediante su activación por la vía clásica, por la exposición a productos microbianos y/o a citoquinas tipo Th1, como el interferón-γ (IFN-g). O bien, pueden transformarse en células M2 por una activación alternativa por la exposición a las citoquinas tipo Th2.











Cuadro 4-1: Genes que controlan la inmunidad innata


La resistencia innata a micobacterias Brucella, Leishmania y Salmonella enterica typhimurium está controlada por un gen denominado Nramp (natural resistance-associated macrophage protein) que se ha identificado en seres humanos, perros, ratones, ovejas, visones, ciervos rojos, bóvidos y pollos. Nramp codifica una proteína transportadora de iones en los macrófagos denominada proteína de macrófagos asociada a la resistencia natural (Nramp1). Después de la fagocitosis, Nramp1 queda captada por la membrana del fagosoma, donde actúa bombeando metales divalentes al exterior del fagosoma, y así inhibe el crecimiento de los parásitos intracelulares al privarles de los iones metálicos. En los bóvidos con el alelo de resistencia, sus macrófagos se activan eficientemente controlando el crecimiento de Brucella abortus in vitro. La diferencia entre los alelos de resistencia y de susceptibilidad parece estar asociada con la sustitución de un único nucleótido en el gen Nramp.















Receptores


Los macrófagos tienen muchos receptores de superficie, que pueden diferir entre las subpoblaciones (fig. 4-4). Además de los TLR, también poseen receptores para anticuerpos. Por ejemplo, CD64 es un receptor de anticuerpos de alta afinidad expresado en macrófagos y en menor grado en neutrófilos. Como otros receptores de anticuerpos, CD64 se une a la región Fc de las moléculas de anticuerpo, por lo que se denomina receptor Fc (FcγRI). Su expresión se incrementa por la activación inducida de IFN-γ. Los macrófagos de los seres humanos también expresan dos receptores de anticuerpo de baja afinidad, CD32 (FcγRII) y CD16 (FcγRIII). Los macrófagos de los bóvidos tienen un único receptor para Fc denominado Fcγ2R, que se une a partículas recubiertas con un tipo de anticuerpo específico llamado IgG2.
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FIGURA 4-4 Algunos de los receptores de superficie más importantes expresados en los macrófagos y sus funciones.




Los macrófagos también presentan receptores para los componentes del sistema del complemento, incluidos el CD35 (CR1), el principal receptor para C3b, y la integrina CD11b/CD18, que también es un receptor para fragmentos de C3b. Estos receptores permiten que los macrófagos se unan a organismos recubiertos por C3b.


Las integrinas, descritas en el capítulo previo, son responsables de la unión de los macrófagos a otras células, a las moléculas de tejido conjuntivo, como el colágeno y la fibronectina, y a varios de los componentes del complemento. Los macrófagos también expresan receptores de unión a manosa (CD206), los cuales se ligan a manosa o fructosa presentes en la cápsula o en el lipopolisacárido de las bacterias invasoras, permitiendo así que los macrófagos se unan a las bacterias no opsonizadas y las ingieran.


Otro importante receptor de los macrófagos es el CD40, una glucoproteína que se utiliza para enviar una señal de activación en la comunicación con los linfocitos. Reconoce al ligando de CD40 (CD40L o CD154), que está presente en los linfocitos T. Los macrófagos también reciben señales de activación a través de esta molécula.












DESTINO DEL MATERIAL EXTRAÑO


Los macrófagos se distribuyen por todo el organismo y así pueden capturar patógenos que penetran por muchas rutas diferentes. Por ejemplo, cuando las bacterias entran por vía intravenosa desaparecen rápidamente de la sangre. Su destino preciso depende de la especie implicada. En los perros, los roedores y los seres humanos las partículas extrañas son predominantemente (del 80 al 90%) capturadas y eliminadas en el hígado. Las partículas como las bacterias son eliminadas por los macrófagos (células de Kupffer) que revisten los sinusoides del hígado. El proceso se realiza en dos etapas: primero las bacterias son fagocitadas por los neutrófilos, y luego, estos neutrófilos son ingeridos y destruidos por las células de Kupffer. Estos procesos se asemejan a la inflamación aguda, donde los neutrófilos son los responsables primarios de la destrucción de los patógenos, mientras que los macrófagos son los responsables de prevenir el daño ocasionado por la muerte de los neutrófilos (tabla 4-1). En los rumiantes, los cerdos, los caballos y los gatos los patógenos son eliminados desde el torrente sanguíneo principalmente por los macrófagos intravasculares de los pulmones (fig. 4-5), los cuales revisten el endotelio de los capilares del pulmón (fig. 4-6).


Tabla 4-1 Lugares de eliminación de partículas de la sangre en los mamíferos domésticos






	Especie

	Localización (%)






	 

	Pulmón

	Hígado/Bazo






	Ternero

	93

	6






	Oveja

	94

	6






	Perro

	6,5

	80






	Gato

	86

	14






	Conejo

	0,6

	83






	Cobaya

	1,5

	82






	Rata

	0,5

	97






	Ratón

	1,0

	94







Datos seleccionados de Winkler GC: Am J Anat 181:223, 1988 y Chitko-McKown CG, Blecha F: Ann Rech Vet 23:201-214, 1992.
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FIGURA 4-5 Diferentes vías por las cuales se eliminan bacterias del torrente sanguíneo en el perro y el gato. Los perros utilizan principalmente las células de Kupffer del hígado, mientras que los gatos emplean los macrófagos pulmonares intravasculares.
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FIGURA 4-6 Macrófago intravascular (M) del pulmón de un cerdo de 7 días. La célula presenta numerosos seudópodos, siderosomas electrodensos, fagosomas y gotitas de lípidos. Está firmemente unida a la porción gruesa de la barrera tisular aire-sangre, que contiene fibroblastos (F) y un pericito (P) entre la membrana basal del endotelio vascular (E) y el epitelio alveolar. En los lugares de adhesión se observan uniones intercelulares con densidades subplasmalémicas (flecha). Barra = 2µm (¥8.000).


(De Winkler GC, Cheville NF: Microvasc Res 33:224-232, 1987.)





En especies en las que la eliminación hepática es importante, los grandes virus o las bacterias pueden ser eliminados completamente tras un único paso a través del hígado (fig. 4-7). El bazo es un filtro más efectivo que el hígado pero, dado que es un órgano de menor tamaño, captura mucho menos material. También hay diferencias en el tipo de partícula que es eliminada por el hígado y por el bazo. Los macrófagos esplénicos presentan receptores para anticuerpos (CD64), por lo que las partículas opsonizadas con anticuerpos son preferentemente eliminadas en el bazo. Por el contrario, las células fagocíticas del hígado expresan CD35, un receptor para C3, el tercer componente del sistema del complemento, de manera que las partículas opsonizadas por C3 son eliminadas preferentemente en el hígado. La eliminación de partículas de la sangre está regulada por opsoninas, tales como la fibronectina o la lectina de unión a manosa. Si a un animal se le inyecta por vía intravenosa una dosis muy elevada de carbón coloidal, estas opsoninas pueden disminuir temporalmente y otras partículas (como las bacterias) podrían no ser eliminadas del torrente sanguíneo. En esta situación se dice que el sistema fagocítico mononuclear está «bloqueado».
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FIGURA 4-7 Eliminación de bacterias del torrente sanguíneo (en este caso Escherichia coli en lechones). En ausencia de anticuerpos, las bacterias son eliminadas lentamente y de forma incompleta.




La eliminación de microorganismos de la sangre se intensifica si están opsonizados por anticuerpos específicos. Si los anticuerpos están ausentes o la bacteria posee una cápsula polisacárida antifagocítica, el ritmo de eliminación decrece. Algunas moléculas, como las endotoxinas bacterianas, los estrógenos y los lípidos simples, estimulan la actividad de los macrófagos y, por tanto, incrementan la velocidad de eliminación bacteriana. Los esteroides y los fármacos que deprimen la actividad de los macrófagos reducen la velocidad de eliminación.









Proteínas solubles que entran por vía intravenosa


Las proteínas en solución, si no son manipuladas con mucho cuidado, tienden a agregarse de forma espontánea. Si se inyecta por vía intravenosa una solución proteica, los neutrófilos, monocitos y macrófagos eliminan rápidamente esos agregados de proteína. Las moléculas no agregadas permanecen en solución y se distribuyen de manera uniforme por toda la sangre del animal. Las proteínas pequeñas (menores de 60 kDa) también se distribuyen por todos los líquidos tisulares extravasculares. Una vez diseminadas, las proteínas son catabolizadas, por lo que su concentración desciende lenta pero progresivamente. Sin embargo, a los pocos días de que el animal desarrolle una respuesta inmune, los anticuerpos producidos se unen al material extraño, y las células fagocíticas retiran los complejos antígeno-anticuerpo de la sangre, y así la proteína es eliminada rápidamente (fig. 4-8).
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FIGURA 4-8 Eliminación de un antígeno soluble del torrente sanguíneo. Obsérvense las tres fases de esta eliminación.




Este modelo trifásico de distribución, catabolismo y eliminación inmune puede modificarse en ciertas circunstancias. Por ejemplo, si el animal no ha estado expuesto previamente a un antígeno, transcurren de 5 a 10 días antes de que se produzca la eliminación inmune. Por el contrario, si el animal ha tenido una exposición previa a ese antígeno, la respuesta inmune secundaria se evidencia a los 2 o 3 días, y entonces la fase de catabolismo progresivo será muy breve. Si los anticuerpos están presentes en el período de tiempo de administración de un antígeno, la eliminación inmune es inmediata y no se observa fase de catabolismo. Si el material inyectado no es antigénico o no se produce una respuesta inmune, el catabolismo puede continuar hasta que se elimina todo el material.









Destino del material que entra por otras vías


Cuando un material se inocula en un tejido, es probable que se produzca algún daño e inflamación, y que se secreten alarminas. Como resultado, los neutrófilos y los macrófagos migran hacia el lugar de inoculación y fagocitan el material inoculado, aunque cierta cantidad puede ser capturada por las células dendríticas. El material captado por los macrófagos y por las células dendríticas es procesado y se utiliza para la activación de la inmunidad adquirida. Los anticuerpos y el complemento (v. cap. 5) interactúan con el material antigénico, generando factores quimiotácticos, que a su vez atraen a más células fagocíticas y de este modo fomentan la eliminación total del antígeno. En la piel, una red de células dendríticas, denominadas células de Langerhans, atrapan las moléculas extrañas y las presentan directamente a los linfocitos. Este es el motivo por el que la inoculación intradérmica puede ser el sistema más eficaz para estimular la respuesta inmune.


El material soluble inoculado en un tejido se redistribuye gracias al flujo del líquido tisular a través del sistema linfático. Al cabo del tiempo alcanza la circulación sanguínea, de forma que su destino final es el mismo que el del material inoculado por vía intravenosa. Las partículas agregadas que pudiera haber presentes son fagocitadas por los neutrófilos o por los macrófagos de los tejidos o por los macrófagos y células dendríticas de los nódulos linfáticos a través de los que fluye el líquido tisular.






Tracto digestivo


Las enzimas digestivas normalmente fraccionan las moléculas que pasan por el intestino en pequeños fragmentos. Sin embargo, algunas moléculas pueden permanecer intactas y atravesar así el epitelio intestinal. Los polisacáridos bacterianos y las moléculas que se asocian con lípidos son especialmente eficaces en este sentido, dado que se absorben en quilomicrones. Las partículas que entran en la sangre desde el intestino son eliminadas por los macrófagos del hígado, mientras que las que penetran en los vasos linfáticos intestinales se atrapan en los nódulos linfáticos mesentéricos.









Tracto respiratorio


El destino de las partículas inhaladas depende de su tamaño. Las partículas más grandes (más de 5 µm de diámetro) se pegan a la capa mucosa que recubre el epitelio respiratorio desde la tráquea hasta los bronquiolos terminales (v. cap. 19, fig. 19-3), para posteriormente ser eliminadas al toser o por el flujo de mucus que se dirige hacia la faringe. Las partículas muy pequeñas que alcanzan los alveolos pulmonares son ingeridas por los macrófagos alveolares, que las transportan de nuevo hacia la unión broncoalveolar, desde donde también son eliminados por el flujo de mucus. No obstante, puede que una fracción del material sea absorbida en los alveolos. Las partículas pequeñas absorbidas por este sistema se eliminan en los nódulos linfáticos drenantes, mientras que las moléculas solubles penetran en el torrente circulatorio y se distribuyen por todo el organismo. Cuando se inhalan grandes cantidades de partículas, como les ocurre a los trabajadores expuestos a los polvos industriales o a los fumadores, el sistema de macrófagos alveolares puede «bloquearse» y los pulmones se vuelven más susceptibles a la invasión microbiana.















RECUPERACIÓN TRAS LA INFLAMACIÓN


Una vez que se han destruido los microorganismos invasores, la respuesta tisular debe modificarse, y reemplazar el proceso de destrucción por un proceso de reparación. Así, a medida que progresa la inflamación los macrófagos cambian sus propiedades (fig. 4-9). Primero, a fin de eliminar a las bacterias ingeridas, se activan por el sistema clásico mediante el TNF-α, pero con el tiempo se transforman en células M2 y desarrollan propiedades antiinflamatorias. De esta forma, la misma célula puede actuar con una actividad proinflamatoria al principio de una infección, y modificarla hacia una actividad antiinflamatoria una vez que la infección está resuelta.
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FIGURA 4-9 Función de los macrófagos M2 en la degradación tisular y en la reparación del tejido durante su curación.




Tras la modificación, las células M2 secretan SLP1, un inhibidor de la serín proteasa, que inhibe la liberación de elastasa y de oxidantes por los neutrófilos estimulados por TNF-α, e inhibe la actividad de la elastasa. SLP1 también protege a la citoquina antiinflamatoria factor de crecimiento transformante-β (TGF-β) de la descomposición, y éste inhibe la secreción de TNF-α. Los neutrófilos también se transforman durante la inflamación, y pasan a secretar fragmentos del receptor TNF-α, al que pueden unirse para neutralizarlo. TNF-α estimula a los macrófagos para que secreten IL-12, la cual a su vez induce a los linfocitos a secretar IFN-γ, el cual actúa como un activador temprano de los macrófagos en el inicio del proceso inflamatorio, pero después se vuelve supresor. Las lipoxinas derivadas de los neutrófilos reprimen la síntesis de leucotrienos.


Incluso en animales con buena salud, todos los días mueren muchas células que deben ser eliminadas de inmediato, y gran parte de esta tarea es función de los macrófagos. Un buen ejemplo es la eliminación diaria de un número enorme de neutrófilos envejecidos. Parece ser que los macrófagos «palpan» metódicamente a todos los neutrófilos con los que se encuentran. Si el neutrófilo está sano, se desprende rápidamente del macrófago, pero si el neutrófilo está muerto o muriéndose, el macrófago se mantiene en contacto y lo ingiere. Esta interacción se produce a través de la proteína de adhesión CD31 (fig. 4-10) del neutrófilo, que se une a CD31 del macrófago. Si el neutrófilo está sano, CD31 envía una señal al macrófago que causa la desconexión, pero si el neutrófilo falla en el envío de la señal, será ingerido. Es interesante señalar que este fallo en la señal de CD31 ocurre mucho antes de que un neutrófilo esté muy degradado, ya que su contenido quedaría liberado y causaría una lesión. Los macrófagos que ingieren estos neutrófilos no liberan citoquinas ni lípidos vasoactivos. Sin embargo, la ingestión de neutrófilos apoptósicos provoca la activación de los macrófagos para que secreten más TGF-β, que a su vez promueve la reparación tisular. Por tanto, la fagocitosis es una vía eficiente de eliminación de neutrófilos apoptósicos sin causar más inflamación o mayor daño a los tejidos.
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FIGURA 4-10 Eliminación de los neutrófilos apoptósicos. La reacción se inicia por las interacciones entre CD31 en los neutrófilos y macrofágos. Si el neutrófilo no consigue desprenderse del macrófago cuando es examinado por este, puede ser ingerido y destruido.




Mediante la secreción de IL-1β los macrófagos atraen y activan a los fibroblastos, que penetran en el área de lesión y secretan colágeno. Una vez que se ha depositado una cantidad suficiente de colágeno, se detiene su síntesis, y el colágeno se remodela durante semanas o meses, hasta que el área vuelve a la normalidad. La reducción de la tensión de oxígeno en los tejidos muertos estimula la secreción de citoquinas por los macrófagos, las cuales promueven el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos. Una vez que la tensión de oxígeno vuelve a la normalidad, cesa la formación de nuevos vasos sanguíneos.


El resultado final de este proceso de curación depende de la eficacia de la respuesta inflamatoria, de manera que si la cusa se ha eliminado rápida y completamente, la curación seguirá sin incidencias.


Si el tejido sano no es restaurado, bien porque los patógenos no son eliminados o porque la reparación del tejido no es adecuada, la inflamación persiste y el proceso se cronifica. Algunos ejemplos de patógenos persistentes son bacterias como M. tuberculosis, hongos como Cryptococcus, parásitos como Fasciola hepatica o material inorgánico como cristales de asbestos. Los macrófagos, los fibroblastos y los linfocitos se acumulan durante meses y años alrededor de una gran cantidad de material persistente y, debido a su parecido con las células epiteliales en las secciones histológicas, estos macrófagos acumulados se denominan «células epitelioides». Las células epitelioides pueden fusionarse y formar «células gigantes multinucleadas» si intentan englobar partículas demasiado grandes para ser ingeridas por un único macrófago. Las células epitelioides y las células gigantes son una característica principal de los tubérculos, las lesiones de la inflamación persistente que desarrollan individuos que padecen tuberculosis (v. cap. 28).


En todos estos casos, la persistencia de material extraño da como resultado la continua llegada de nuevos macrófagos M2, los cuales continúan atrayendo fibroblastos y estimulando la deposición de colágeno. La lesión correspondiente a la inflamación crónica que se desarrolla alrededor del material extraño se denomina granuloma (fig. 4-11). Los granulomas están compuestos por tejido de granulación, que es una acumulación de macrófagos, linfocitos, fibroblastos, tejido conjuntivo laxo y nuevos vasos sanguíneos. El término tejido de granulación deriva de la apariencia granulosa del tejido cuando se corta. Los «gránulos» son en realidad nuevos vasos sanguíneos.
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FIGURA 4-11 Patogenia de la inflamación crónica. Los macrófagos sometidos a una estimulación prolongada pueden transformarse de un fenotipo M1 a uno M2. Las células M2 secretan mezclas de citoquinas que no solo promueven la curación de la lesión, sino también el confinamiento de los irritantes persistentes mediante los fibroblastos y una matriz extracelular.




Si el material persistente, irritante y extraño no es antigénico, por ejemplo sílice, talco o aceite mineral, son pocos los neutrófilos o linfocitos atraídos a la lesión. Sin embargo, las células epitelioides y las células gigantes tratan de destruir el material irritante. Si el material es tóxico para los macrófagos, como lo es el asbesto, liberará enzimas que pueden provocar una lesión tisular progresiva, fibrosis local y cicatrización.


Si el material persistente es antigénico, el granuloma puede contener muchos linfocitos y macrófagos, fibroblastos y probablemente algunos neutrófilos, eosinófilos y basófilos (fig. 4-12). Las células M2 activadas crónicamente en el granuloma secretan IL-1, la cual estimula el depósito de colágeno por los fibroblastos, y finalmente se forma una pared alrededor de la lesión que la separa del resto del organismo. Los granulomas se producen en respuesta a bacterias,como micobacterias y Brucella abortus, y parásitos como Fasciola hepatica y los esquitosomas. Los granulomas crónicos, debidos a reacciones inmunológicas o a reacciones frente a cuerpos extraños, revisten importancia, ya que pueden aumentar de tamaño y destruir tejidos sanos. Por ejemplo, en las infestaciones por Fasciola hepatica la sustitución gradual de las células sanas del hígado por tejido fibroso formado por la persistencia del parásito, puede ocasionar la muerte del hospedador.
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FIGURA 4-12 Reacción inflamatoria granulomatosa alrededor de un quiste de tenia degenerado en el corazón de un bóvido. La masa de células alrededor del organismo central es una mezcla de macrófagos y fibroblastos que lo aíslan del resto del cuerpo (¥250). (Por cortesía del Dr. John Edwards.











COMPORTAMIENTO DE ENFERMEDAD


Cuando un animal sufre una infección por microorganismos se produce una respuesta generalizada, que se denomina enfermedad. Los síntomas subjetivos de enfermedad (malestar, debilidad, fatiga, pérdida de apetito y dolores musculares y articulares) junto con la fiebre, son resultado de la inmunidad innata. Reflejan un cambio de las prioridades en el organismo para tratar de luchar contra los invasores. Al unirse las moléculas microbianas a los TLR de las células fagocíticas estimulan la secreción de IL-1β, IL-6 y TNF-α, que afectan al cerebro (fig. 4-13). Estas citoquinas envían una señal al cerebro por dos vías: una vía es directa a través de las neuronas que inervan el tejido dañado. En las neuronas del nervio vago se han identificado receptores para la IL-1, por lo que la estimulación sensorial vagal puede activar las respuestas de enfermedad en el cerebro (la IL-1β puede hacer que el nervio vago sea extremadamente sensible y se active la sensación de náusea). La segunda vía implica a las citoquinas circulantes que se difunden en el cerebro o que se producen en el mismo. Estas citoquinas actúan sobre el cerebro modificando el comportamiento.
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FIGURA 4-13 El comportamiento de enfermedad es parte de la respuesta del organismo a un estímulo inflamatorio. Los múltiples efectos sistémicos se deben a las cuatro principales citoquinas secretadas por las células centinela, mastocitos, macrófagos y células dendríticas. Las principales citoquinas inductoras del comportamiento de enfermedad son interleuquina-1 (IL-1), IL-6, factor de necrosis tumoral-α (TNF-α) y HMGB1 (high mobility group box protein-1).




Una de las características más obvias de la respuesta del cerebro a la infección es el desarrollo de fiebre. Las citoquinas IL-1, IL-6 y TNF-α actúan sobre el cerebro induciendo sueño, supresión del apetito y aumento de la temperatura corporal (excepto en el ratón, cuya temperatura disminuye). Estas citoquinas inducen la producción de prostaglandinas, que ocasionan el aumento del punto de ajuste térmico del cuerpo. Como respuesta, los animales conservan la temperatura por vasoconstricción, e incrementan la producción de calor mediante la acción de tiritar. De esta forma aumenta la temperatura corporal hasta alcanzar el nuevo punto de ajuste térmico. Esta fiebre mejora algunos componentes de la respuesta inmune. Por ejemplo, las temperaturas corporales elevadas inducen la maduración de las células dendríticas, incrementan la circulación de los linfocitos y promueven la secreción de IL-2. La temperatura en el rango en el que se da fiebre acrecienta mucho la supervivencia de los linfocitos T al inhibir su apoptosis. Las citoquinas liberadas durante la inflamación, especialmente IL-1, también son responsables de la reducción del comportamiento social que se aprecia en los animales enfermos, y promueven la liberación en el cerebro de moléculas inductoras del sueño. El incremento de la somnolencia está habitualmente asociado a la fiebre y puede, por reducción de la demanda de energía del animal, incrementar la eficacia de los mecanismos de defensa y la reparación. La IL-1 también suprime en el cerebro los centros del hambre e induce la pérdida de apetito asociada a las infecciones. Los beneficios de estos hechos no están claros, pero permiten al animal ser más selectivo con su comida. Si la anorexia persiste, puede tener un efecto adverso sobre el crecimiento.


La HMGB1 (high mobility group box protein-1) es una citoquina inductora del estado de enfermedad muy potente. Aunque se conoce desde hace tiempo que IL-1, IL-6 y TNF-α son mediadores del choque séptico y del comportamiento de enfermedad, en la actualidad se sabe que estas tres moléculas, además del IFN-γ, inducen la liberación de HMGB1 por los macrófagos varias horas después del inicio de la enfermedad. Esta proteína entra en los lisosomas secretores y es liberada lentamente por las células. HMGB1 está implicada en la aversión a la comida y en la pérdida de peso, por sus acciones sobre el eje hipotálamo-pituitaria. Media la acción letal de la endotoxina, la artritis y la activación de los macrófagos. Lo más probable es que la inflamación inducida por las células necróticas se produzca por la liberación de HMGB1 a partir de los núcleos fragmentados. HMGB1 es un ejemplo excelente de alarmina.






Cambios metabólicos


Además de sus efectos sobre los sistemas nervioso e inmune, IL-1, IL-6 y TNF-α provocan en el músculo estriado un aumento del catabolismo proteico, movilizando a los aminoácidos disponibles. Aunque esto con el tiempo ocasiona emaciación muscular, los aminoácidos movilizados quedan disponibles para aumentar la síntesis de anticuerpos. Otras respuestas sistémicas que ayudan a luchar frente a la infección son el desarrollo de neutrofilia (elevada cantidad de neutrófilos en sangre) como resultado de la mayor actividad de las células madre, la pérdida de peso debida al debilitamiento muscular y a lapérdida de tejido adiposo, y la producción de muchas proteínas nuevas (proteínas de fase aguda).


Los animales expuestos de forma crónica a dosis subletales de TNF-α, pierden peso y se vuelven anémicos y con bajos niveles proteicos. La pérdida de peso se produce porque el TNF-α inhibe la síntesis de las enzimas necesarias para la captación de lípidos por los pre-adipocitos y provoca que los adipocitos maduros pierdan los lípidos almacenados. Por tanto, el TNF-α es el responsable de la pérdida de peso que se observa en los animales con cáncer o con enfermedades parasitarias o bacterianas de carácter crónico.









Proteínas de fase aguda


Debido a la influencia de la IL-1β, del TNFα y especialmente de la IL-6, las células hepáticas aumentan la síntesis y secreción proteica. Este hecho comienza a las pocas horas de una lesión y decrece entre las 24 y las 48 horas (fig. 4-14). Debido a su asociación con infecciones agudas e inflamación, las nuevas proteínas producidas se denominan proteínas de fase aguda. Muchas de las proteínas de fase aguda son componentes importantes del sistema inmune innato. Entre ellas se encuentran los componentes del complemento, factores de coagulación, inhibidores de proteasas y proteínas de unión a metales. Diferentes mamíferos producen distintas proteínas de fase aguda (fig. 4-15).
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FIGURA 4-14 Aumento de los niveles de proteína C reactiva en seis perros sometidos a anestesia y cirugía (línea roja) y seis perros solo anestesiados (línea azul).


(De Burton SA, Honor DJ, Mackenzie AL, y cols.: Am J Vet Res 55:615, 1994.
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FIGURA 4-15 Diferencias entre las especies de mamíferos domésticos en cuanto a la producción de las proteínas de fase aguda más importantes.




La proteína C reactiva (CRP) es la proteína de fase aguda más importante en primates, conejos, hámsters, cerdos y perros. La CRP es una pentraxina, por lo que tiene una estructura pentamérica con dos caras. Una de las caras se une a la fosfocolina, una cadena lateral presente en todas las membranas celulares y en muchas bacterias y protozoos. La otra cara es responsable de las uniones a los neutrófilos, a través de los receptores de anticuerpos FcγRI y FcγRIIa, y al componente C1q del sistema del complemento. De esta manera, la CRP promueve la fagocitosis y elimina las células muertas o deterioradas, así como los microorganismos. La CRP se une a los polisacáridos y glucolípidos bacterianos y a células sanas y enfermas, donde activa a C1q y la vía clásica del complemento. El nombre deriva de la capacidad de unirse y precipitar el polisacárido C de Streptococcus pneumoniae. La CRP también tiene un papel antiinflamatorio, ya que inhibe la producción de superóxido y la desgranulación de los neutrófilos y bloquea la agregación plaquetaria. Por tanto, la CRP promueve la curación mediante la reducción de la lesión y favorece la restauración del tejido dañado. Las funciones de la CRP difieren según las especies; por ejemplo, en los bóvidos el nivel de la CRP aumenta de dos a cuatro veces en las vacas en lactación.


El amiloide sérico A (SAA) es la proteína de fase aguda más importante en bóvidos, gatos y caballos, siendo también importante en seres humanos y perros. Así, en caballos las concentraciones de SAA aumentan varios cientos de veces durante las artritis no infecciosas, mientras que en perros se incrementan unas veinte veces en enfermedades bacterianas. El nivel de SAA se encuentra incrementado significativamente en leche de procesos de mastitis. Dado que la proteína SAA es un inmunosupresor, probablemente regule las respuestas inmunes. El SAA es una sustancia quimiotáctica para neutrófilos, monocitos y linfocitos T.


El amiloide sérico P (SAP) es la proteína de fase aguda más importante en roedores. Es una pentraxina relacionada con la CRP y, al igual que en ésta, una cara de la molécula se une a constituyentes nucleares, como ADN, cromatina e histonas, así como a los fosfolípidos de la membrana celular, mientras que la otra cara se une y activa a C1q, activando el sistema del complemento.


La haptoglobina es la proteína de fase aguda más importante en rumiantes, caballos y gatos. Puede alcanzar valores desde prácticamente indetectables en terneros sanos a valores tan altos como 1 mg/ml en terneros con enfermedad respiratoria aguda. La haptoglobina se une a moléculas de hierro, y las inutiliza para las bacterias patógenas, por lo que inhibe la proliferación e invasión bacteriana. También se une a la hemoglobina libre previniendo la oxidación de lípidos y proteínas. La cuantificación de los valores de haptoglobina en el suero permite identificar animales con infecciones graves o con trastornos inflamatorios. Esto puede ser beneficioso en las inspecciones de carne ante mórtem al identificar a los animales que no deben utilizarse para el consumo. Otras proteínas de unión al hierro de fase aguda son la transferrina (importante en aves) y la hemopexina.


La hepcidina es otra proteína de unión al hierro producida en los hepatocitos por la acción de IL-6. La hepcidina suprime la absorción intestinal de hierro y la liberación de este mineral por los macrófagos. Como resultado del incremento de hepcidina y haptoglobina, el hierro disponible para la producción de los glóbulos rojos sanguíneos disminuye y los animales infectados crónicamente se vuelven anémicos, proceso que se denomina anemia por infección.


La proteína de fase aguda más importante en cerdos es la denominada MAP (major acute-phase protein), un sustrato para la enzima proteolítica calicreína, por lo que libera péptidos inflamatorios denominados quininas.


Entre otras proteínas de fase aguda se incluyen la proteína de unión a lipopolisacáridos (en bóvidos); CD14 (en seres humanos y ratones); colectinas, como la lectina de unión a manosa y la conglutinina (en muchas especies); la ceruloplasmina y el fibrinógeno (en ovejas), y la ceruloplasmina (en cerdos). Algunos inhibidores de proteasas séricas, como α1-antitripsina, α1-antiquimiotripsina y α2-macroglobulina, son proteínas de fase aguda en muchas especies de mamíferos, y todas ellas pueden inhibir las proteasas neutrófilas en los lugares de inflamación aguda.


Algunos niveles proteicos decaen durante la inflamación aguda. Son las denominadas proteínas de fase aguda negativas. Por ejemplo, en el cerdo en esta categoría se incluyen la albumina, fetuína, transferrina, transtiretina y apolipoproteína A-1.


Las dos citoquinas IL-1 e IL-6 tienen diferentes efectos en el hígado y, como resultado, se utilizan para clasificar a las proteínas de fase aguda en dos tipos: las proteínas de fase aguda de tipo I son las que requieren tanto IL-6 como IL-1 para su máxima síntesis. Los ejemplos de proteínas de fase aguda tipo I incluyen CRP, SAA y la glucoproteína ácida alfa-1. Por el contrario, las proteínas de fase aguda de tipo II solo requieren la IL-6 para su máxima síntesis, siendo ejemplos el fibrinógeno, la haptoglobina y la alfa-2-macroglobulina.









SÍNDROME DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA SISTÉMICA


En infecciones graves o después de una lesión tisular masiva, se produce una gran cantidad de citoquinas y de oxidantes, que pueden circular por el torrente sanguíneo y causar una forma letal de choque conocida como síndrome sistémico de respuesta inflamatoria o más simplemente, sepsis. Muchas enfermedades infecciosas diferentes se caracterizan por la activación de un gran número de células inmunes y la consecuente producción de una gran cantidad de citoquinas y mediadores inflamatorios en un corto período de tiempo. Como muchas de estas moléculas son relativamente tóxicas, esta «tormenta de citoquinas» puede causar un cuadro de toxicidad grave, lesión tisular e incluso el fallecimiento. Las más importantes de estas moléculas son el TNF-α, el IFN-γ, la IL-8 y la IL-6, que pueden estimular la activación de linfocitos T adicionales y la liberación de más citoquinas, desencadenando así esa tormenta de citoquinas.


La más obvia de estas tormentas de citoquinas se produce tras el traumatismo tisular, por infecciones o tras quemaduras que desembocan en el choque séptico. Sin embargo, muchas infecciones importantes como gripe, dengue, infecciones por bacterias Gram-negativas, filovirus, y malaria también pueden estimular la liberación excesiva de citoquinas y la muerte. Otra enfermedad que implica la toxicidad por citoquinas es la enfermedad del injerto contra hospedador. Probablemente diferentes estimulaciones inducen la producción de mezclas de citoquinas distintas en diversos lugares, por lo que la patología de estas enfermedades es muy variable. Entre los efectos tóxicos más importantes se encuentra la activación de las células endoteliales que conlleva el incremento de la permeabilidad vascular y la coagulación intravascular.









Choque séptico bacteriano


Un choque (o shock) séptico es la denominación del síndrome de respuesta inflamatoria sistémica causado por una infección grave asociada a traumatismo, isquemia y lesión tisular. En Estados Unidos supone aproximadamente el 9% de las muertes en los seres humanos, y es igual de importante como causa de las muertes en animales. Los seres humanos y los animales con infecciones leves desarrollan signos característicos de enfermedad (fiebre, rigidez, mialgia, decaimiento, dolor de cabeza y náuseas) como resultado de la liberación de citoquinas. Sin embargo, en las infecciones graves la producción de citoquinas puede ser muy elevada, ocasionando acidosis grave, fiebre, liberación de lactato en los tejidos, una incontrolable caída de la presión sanguínea, aumento de catecolaminas en el plasma y finalmente lesiones en el riñón, hígado y pulmón, y la muerte. El equilibrio procoagulante-anticoagulante está alterado, ya que la actividad endotelial procoagulante está elevada, a la vez que están inhibidas las rutas anticoagulantes, causando coagulación intravascular y trombosis capilar (fig. 4-16).
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FIGURA 4-16 Patogenia del síndrome de la respuesta inflamatoria sistémica.




Todos estos efectos están mediados por una excesiva estimulación de los TLR, que ocasiona una masiva e incontrolable liberación de HMGB1 y otras citoquinas. TLR4 y TLR2 y los receptores de HMGB1 estimulan una «tormenta de citoquinas» por los macrófagos activados por endotoxinas. Otras citoquinas implicadas son el TNF-α y la IL-1β, desempeñando un papel secundario IFN-γ, IL-6 y CXCL8 (IL-8). Estas citoquinas, a su vez, estimulan la expresión de NOS2 provocando un incremento de óxido nítrico sérico y de ciclooxigenasa-2, que a su vez promueven la síntesis de prostaglandinas y leucotrienos. El daño de las citoquinas sobre las células del endotelio vascular provoca que su actividad procoagulante aumente, ocasionando la coagulación sanguínea. El óxido nítrico causa vasodilatación y aumento de la presión sanguínea, y las prostaglandinas y los leucotrienos causan un incremento de la permeabilidad vascular. Finalmente, la generalización del daño sobre el endotelio vascular ocasiona un fallo orgánico.


La etapa final de un choque séptico es un síndrome de disfunción orgánica múltiple grave. Está caracterizado por hipotensión, perfusión tisular insuficiente, hemorragia incontrolable y fallo orgánico por hipoxia, acidosis tisular, necrosis tisular y graves alteraciones metabólicas locales. La hemorragia incoercible es debida a la coagulación intravascular diseminada.


La sensibilidad de los mamíferos al choque séptico varía mucho. Las especies con macrófagos pulmonares intravasculares (gato, caballo, oveja y cerdo) tienden a ser más susceptibles que las que no los presentan (perros y roedores), que son relativamente resistentes a las lesiones pulmonares. Es interesante resaltar que en potros con sepsis, la expresión del gen de TLR4 está muy aumentada y el incremento de la expresión de IL-10 se asocia a un mal pronóstico.









Choque tóxico bacteriano


Algunas cepas de Staphylococcus aureus producen enterotoxinas que se unen y estimulan a los receptores de antígeno de los linfocitos T (TCR) (fig. 4-17), pudiendo estimular hasta un 20% de los linfocitos T del animal y provocando la secreción de enormes cantidades de IL-2 e IFN-γ. A su vez, estas citoquinas estimulan la producción de TNF-α e IL-1β, originando el desarrollo de fiebre, hipotensión, colapso, lesiones cutáneas y lesiones en el hígado, riñón e intestino, con disfunción orgánica múltiple denominada síndrome del choque tóxico. En algunas infecciones estreptocócicas se ha observado un síndrome similar. En estos casos la proteína M estreptocócica se une al fibrinógeno, y los complejos fibrinógeno-proteína M se unen a las integrinas de las células endoteliales y estimulan un estallido respiratorio, que a su vez causa el incremento de la permeabilidad vascular y la hipercoagulación, hasta desembocar en el choque tóxico, caracterizado por hipotensión y coagulación intravascular diseminada.
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FIGURA 4-17 Patogenia del síndrome de choque tóxico estafilocócico.











Enfermedad de injerto contra hospedador


La enfermedad de injerto contra hospedador es otro síndrome caracterizado por la producción excesiva de citoquinas, especialmente TNF-α. En esta enfermedad, descrita con detalle en el capítulo 29, los linfocitos injertados atacan a los tejidos del receptor del injerto. El TNF-α de esos linfocitos causa la lesión de las mucosas, produciendo su ulceración, diarrea y destrucción del hígado.












ENFERMEDADES DEBIDAS AL PLEGAMIENTO ERRÓNEO DE PROTEÍNAS


Se da el nombre de «amiloidosis» al depósito de proteínas insolubles en los tejidos. Estos depósitos tienen apariencia de proteínas hialinas, amorfas, eosinofílicas, en células y tejidos (fig. 4-18). La amiloidosis está producida como resultado de un error en el plegamiento de las nuevas cadenas proteicas formadas, que finalmente provoca su agregación en forma de fibrillas insolubles. Al microscopio electrónico las proteínas amiloides consisten en fibrillas formadas por cadenas peptídicas entrecruzadas, formando plegamientos de láminas β (fig. 4-19). Esta conformación molecular hace que las proteínas amiloides sean extremadamente insolubles y casi totalmente resistentes a las proteasas. Como consecuencia, una vez que se depositan en células o tejidos, los depósitos amiloides son casi imposibles de eliminar. La infiltración amiloide finalmente ocasiona la pérdida gradual de células, destrucción tisular y muerte. La amiloidosis puede ser sistémica (involucrando a múltiples órganos) o localizada (implicando solo a un órgano).
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FIGURA 4-18 Amiloide secundario depositado en un glomérulo. El colorante rojo (rojo Congo) se une específicamente a las fibrillas amiloides (¥400).
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FIGURA 4-19 Fibrillas de amiloide. Fotografía al microscopio electrónico que muestra haces de pares de fibrillas amiloides depositadas en paralelo a la membrana celular.


(Por cortesía del Dr. E C. Franklin. De Franklin EC: Adv Immunol 15:25, 1972.)





Muchas proteínas diferentes pueden alterar su plegamiento, y pasar a la forma amiloide. Por ejemplo, la amiloidosis puede desarrollarse cuando las infecciones o la inflamación causan un aumento en la concentración de la proteína de fase aguda SAA. Un fragmento de 76 aminoácidos de SAA originado por proteólisis, puede acumularse de forma agregada, no plegada, y depositarse en múltiples órganos. Este material, una de las formas más comunes en los animales domésticos, se llama amiloide reactivo. La amiloidosis reactiva está asociada a la inflamación crónica en enfermedades como mastitis, osteomielitis, abscesos, pericarditis traumática y tuberculosis (fig. 4-20), y es la principal causa de la muerte de animales inmunizados repetidamente con antisueros de producción comercial. La amiloidosis familiar de los perros Shar-Pei consiste en el depósito de amiloide reactivo tras una artritis crónica mediada por el sistema inmune.
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FIGURA 4-20 Patogenia del depósito de fibrillas amiloides.




Los mielomas múltiples son células plasmáticas tumorales que secretan anticuerpos, especialmente las cadenas ligeras de los mismos (v. cap. 13). Su presencia provoca la producción de cantidades enormes de cadenas ligeras de anticuerpos y de sus fragmentos. El error en su plegamiento da como resultado el depósito de amiloide inmunogénico (AL). Aunque el AL es el más común de las formas amiloides en los seres humanos, es muy raro en los animales domésticos.


En animales domésticos se conocen varias formas de amiloides localizados. Por ejemplo, los perros viejos pueden sufrir amiliodosis vascular, en la cual el amiloide está depositado en la media de las arterias corticales y leptomeníngeas. Una forma de amiloide hereditaria se ha descrito en gatos de la raza Abisinia. En caballos se han observado nódulos amiloides similares a tumores y amiloides subcutáneos. Sin embargo, en general los depósitos de amiloide en localizan en el hígado, el bazo y el riñón, particularmente en los glomérulos. En los seres humanos con la enfermedad de Alzheimer las fibrillas de amiloide se depositan en las neuronas. Las proteínas prion mal plegadas parecen ser la causa de las encefalopatías espongiformes, como la enfermedad de las «vacas locas». Los priones, las proteínas infecciosas responsables de las encefalopatías espongiformes, son las formas resistentes a la acción de las proteasas de una proteína celular, PrPc, que es importante para la función normal del macrófago. Estas proteínas prion juegan un papel importante en la resistencia a bacterias intracelulares como Brucella.


Es interesante señalar que incluso la amiloidosis reactiva es en cierto modo «transmisible,» ya que la inoculación de proteínas AA en el interior de un animal aceleran el desarrollo de amiloidosis. Parece que actúan proporcionando un sustrato sobre el que pueden depositarse otras proteínas con errores de plegamiento. De forma similar, la inoculación en ratones de las fibras de seda formadas a partir de una proteína compuesta por láminas β puede estimular la amiloidosis.
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PUNTOS CLAVE






• El sistema del complemento es un componente principal de los sistemas inmunes innato y adquirido.



• Las proteínas del complemento se encuentran en el suero normal.



• El sistema del complemento es activado por dos vías innatas: la vía alternativa y la vía de las lectinas.



• El sistema del complemento se puede activar por anticuerpos unidos al antígeno, denominándose a este mecanismo vía clásica.



• Los componentes del complemento, especialmente C3b, se unen covalentemente a los microbios invasores, opsonizándolos.



• Los componentes del complemento pueden formar un complejo de ataque a la membrana y perforar orificios en los microbios.



• El sistema del complemento desempeña un papel clave en el desencadenamiento de la inflamación mediante la liberación del potente quimioatrayente C5a.



• Las deficiencias en alguno de los componentes del complemento conllevan el aumento de la susceptibilidad a las infecciones.





La protección contra la infección requiere una respuesta inmediata por parte del sistema inmune innato. Un componente muy importante de esta respuesta es el sistema del complemento, un mecanismo de defensa activado por mecanismos tanto innatos como adquiridos, que consiste en muchas proteínas diferentes del suero junto con un grupo de proteínas de membrana celular asociadas. Estas proteínas tienen funciones inflamatorias, protectoras e inmunorreguladoras (fig. 5-1).





[image: image]

FIGURA 5-1 Las funciones del sistema del complemento. El complemento puede alterar las membranas microbianas o, alternativamente, desencadenar la inflamación. Por cualquiera de estos mecanismos acelera la eliminación de los invasores microbianos, por lo que es un componente clave del sistema inmune innato.




Las proteínas del complemento actúan a través de rutas enzimáticas que causan la unión covalente (y por tanto, irreversible) de las proteínas específicas a la superficie de los microbios invasores, pudiendo ocasionar su destrucción. En los animales sanos, no infectados, estas rutas son inactivas. Sin embargo, pueden ser activadas bien por la presencia de anticuerpos en la superficie de un microorganismo, o simplemente por la presencia de carbohidratos complejos que se encuentran en la superficie de los agentes infecciosos. Debido a que el sistema del complemento es muy potente, debe ser cuidadosamente regulado y controlado, lo cual contribuye significativamente a su complejidad.


El sistema del complemento puede ser activado por al menos tres rutas o vías diferentes, denominadas alternativa, de las lectinas y clásica (fig. 5-2). Las vías alternativa y de las lectinas se activan directamente por carbohidratos microbianos, típicos ejemplos de patógenos asociados a patógenos que desencadenan la inmunidad innata. La vía clásica, sin embargo, es un mecanismo más reciente en la evolución, activado por la unión de los anticuerpos a la superficie de un organismo y, por tanto, actúa únicamente en asociación con las respuestas inmunes adquiridas.





[image: image]

FIGURA 5-2 Las tres vías por las que se puede activar el complemento.








PROTEÍNAS DEL COMPLEMENTO


Las proteínas que integran el sistema del complemento se denominan numéricamente con el prefijo C (p. ej., C1, C2, C3), o bien se designan con letras del alfabeto (B, D, P, etc.) Existen al menos 30 de estas proteínas, algunas de las cuales se encuentran libres en el suero, mientras que otras son receptores celulares. Las proteínas del complemento representan aproximadamente el 15% de la fracción de globulinas del suero. Su peso molecular varía entre los 24 kDa del factor D y los 460 kDa del C1q. Su concentración en el suero de los seres humanos oscila entre los 20 μg/ml de C2 y los 1.300 μg/ml de C3 (tabla 5-1). Los componentes del complemento se sintetizan en varios lugares del organismo. La mayor parte de C3, C6, C8 y B se producen en el hígado, mientras que C2, C3, C4, C5, B, D, P e I son sintetizados por los macrófagos. Los neutrófilos pueden almacenar grandes cantidades de C6 y C7. Como resultado, estos componentes están fácilmente disponibles para la defensa en sitios donde se acumulan los macrófagos y neutrófilos.


Tabla 5-1 Componentes del complemento






	Nombre

	PM (kDa)

	Concentración sérica (mg/ml)






	Vía clásica

	 

	 






	C1q

	460

	80






	C1r

	83

	50






	C1s

	83

	50






	C4

	200

	600






	C2

	102

	20






	C3

	185

	1300






	Vía alternativa






	D

	24

	1






	B

	90

	210






	Componentes terminales






	C5

	204

	70






	C6

	120

	65






	C7

	120

	55






	C8

	160

	55






	C9

	70

	60






	Proteínas de control






	C1-INH

	105

	200






	C4BP

	550

	250






	H

	150

	480






	I

	88

	35






	Ana INH

	310

	35






	P

	4×56

	20






	S

	83

	500














VÍAS DE ACTIVACIÓN






La vía alternativa


La vía alternativa de activación del complemento es una ruta evolutivamente antigua que se ha encontrado incluso en algunos invertebrados. Se desencadena cuando la pared celular microbiana entra en contacto con componentes del complemento en la circulación sanguínea, por lo que es un componente clave de la inmunidad innata.


La proteína más importante del complemento se denomina C3, un heterodímero con cadenas α y β enlazadas por puentes disulfuro. Es sintetizado por las células del hígado y los macrófagos, y es el componente del complemento de mayor concentración en el suero.


C3 posee un grupo químico tioéster oculto. Este es un grupo altamente reactivo que, cuando se activa, se une a grupos aceptores de muchos patógenos, marcándolos para su destrucción por las células inmunes. Desafortunadamente, en algunos tejidos normales existen grupos aceptores similares, por lo que la activación del grupo tioéster debe ser regulada cuidadosamente para asegurar que el sistema del complemento no ataque a los tejidos normales. En C3 no activado, el grupo tioéster se mantiene oculto en el interior de la molécula plegada. En animales normales sanos, C3 se descompone lenta, pero espontáneamente en dos fracciones denominadas C3a y C3b (fig. 5-3). Esta descomposición despliega C3b para revelar el grupo tioéster que entonces genera un grupo carbonilo reactivo. Este grupo carbonilo altamente reactivo liga de manera irreversible C3b a las superficies cercanas (fig. 5-4), y también expone sitios de unión para el factor H. Cuando el factor H se une a estos sitios, una proteinasa llamada factor I escinde C3b, deteniendo la actividad y produciendo iC3b y C3c. El primero es el ligando de receptores presentes en leucocitos circulantes (fig. 5-5), y estimula a estas células para que ingieran a los patógenos y activen a las células inflamatorias. El producto final de la descomposición, C3dg, dirige a los patógenos a los receptores de superficie de los linfocitos B, promoviendo la producción de anticuerpos. Así, C3b es destruido inmediatamente tras ser depositado en una superficie cercana, y esta destrucción depende de la actividad del factor H, que a su vez depende de la naturaleza de la superficie diana. Cuando el factor H interacciona con superficies de células normales, las glucoproteínas ricas en ácido siálico y otros polisacáridos neutros o aniónicos incrementan su unión a C3b, y se activa el factor I, con la consiguiente destrucción de C3b. Así, en un individuo sano, los factores H e I destruyen C3b tan rápido como es generado. Por otro lado, sobre las paredes celulares bacterianas, los lipopolisacáridos y otros carbohidratos carecen de ácido siálico, por lo que el factor H no se puede unir a C3b, el factor I es inactivado, y C3b persiste.
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FIGURA 5-3 La vía alternativa de activación del complemento. El péptido C3b unido a la superficie puede ser destruido, como ocurre normalmente, o ser activado por la presencia de una superficie activadora.
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FIGURA 5-4 La activación de C3 implica su escisión por la C3 convertasa. Esta expone un enlace tioéster entre una cisteína y una glutamina. Este enlace se rompe para formar un grupo carbonilo reactivo que permite a la molécula unirse covalentemente (y, por tanto, de forma irreversible) a las superficies de las células diana. La eliminación de C3a también deja al descubierto los sitios de unión para los factores H y B.
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FIGURA 5-5 El C3 se activa por la acción de las C3 convertasas. Estas escinden un pequeño péptido (C3a) y permiten que el componente activo de la molécula (C3b) se una a las superficies celulares. En condiciones normales este C3b se desactiva por la acción de los factores H e I. Sin embargo, el factor H debe ser activado antes por la unión a la superficie. En ausencia de factor H, el factor I no funcionará. En este caso, C3b se conserva y activa la vía terminal del complemento.




El desplegamiento de C3b también expone sitios de unión para otra proteína del complemento llamada factor B, para formar un complejo denominado C3bB. El factor B unido es entonces escindido por la acción de una proteasa llamada factor D, liberando un fragmento soluble denominado Ba y dejando a C3bBb ligado a la pared bacteriana. El C3bBb ligado es una potente proteasa cuyo sustrato preferente es C3 (por tanto, se designa como la C3 convertasa alternativa). El factor D puede actuar sobre el factor B solo tras su unión a C3b. Esta restricción se denomina modulación por el sustrato, y sucede en diferentes puntos de las rutas del complemento. Se supone que esta restricción asegura que las actividades de las enzimas como el factor D son restringidas a las moléculas adecuadas.


La C3 convertasa alternativa, C3bBb, puede escindir C3, generando más C3b, aunque tiene una vida media de solo 5 minutos. Si otra proteína, llamada factor P (o properdina) se une al complejo para formar C3bBbP, su vida media se extiende a 30 minutos. Puesto que C3b sirve para generar más C3bBbP, el efecto neto de todo esto es que se genera un bucle positivo de retroalimentación cuando las crecientes cantidades de C3b se unen de forma irrevesible a la superficie de un agente invasor.


El C3b unido a la superficie también liga otra proteína denominada C5 (fig. 5-6). Una vez que C5 se une a C3b tiene lugar la modulación por el sustrato, y C5 puede ser también escindida por C3bBb (fig. 5-7). Esta enzima genera la liberación de un pequeño péptido denominado C5a, dejando el fragmento grande, C5b, unido a C3b. Esta escisión también expone un sitio en C5b que se puede unir a dos nuevas proteínas, C6 y C7, para formar un complejo multimolecular denominado C5b67 (fig. 5-8), el cual se puede insertar dentro de la membrana celular microbiana, tras lo cual, el complejo ligará una molécula de C8. Finalmente se agregan un total de 12 a 18 moléculas de C9 al complejo C5b678 para formar una estructura tubular llamada el complejo de ataque a la membrana (MAC), que se inserta en el interior de la membrana celular microbiana y perfora un orificio. Si se forma la cantidad suficiente de MAC sobre un organismo, será destruido por lisis osmótica. Estos MAC se pueden ver por microscopia electrónica como estructuras en forma de anillo sobre la superficie microbiana con una área central electrodensa rodeada por un anillo más claro de poli-C9 (fig. 5-9).





[image: image]

FIGURA 5-6 Las dos C5 convertasas, C4b2b y C3bBb, actúan sobre C5 cuando este está unido a C3b, y escinde un pequeño péptido denominado C5a. De esta forma deja al descubierto un sitio de unión a C6 y C7.
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FIGURA 5-7 La modulación del sustrato es una manera de regulación del complemento. La diana para una proteasa no puede ser escindida a menos que primero se una a otra proteína. Ejemplos de la modulación del sustrato son la escisión de los factores C2, B y C5, que únicamente tienen lugar tras su unión a C4, C3 y C3, respectivamente.
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FIGURA 5-8 Fase terminal de la ruta del complemento (complejo de ataque a la membrana). La agregación progresiva de los componentes de esta fase finalmente lleva a la polimerización de C9 y al ensamblaje de un complejo de ataque a la membrana.
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FIGURA 5-9 Formación de poli-C9 en el complejo de ataque a la membrana, y una fotografía al microscopio electrónico de las lesiones ocasionadas por poli-C9 en la membrana de un eritrocito. El recuadro muestra una lesión por el complemento en células de ratón. La flecha señala un posible complejo C5b678. Compárense estas lesiones con las poliperforinas de los linfocitos T en la figura 17-9.


(Tomada de Podack ER, Dennert G: Nature 307:442, 1983.)












La vía de las lectinas


El segundo mecanismo para activar el sistema del complemento implica la unión de carbohidratos microbianos a las lectinas del suero. Estas lectinas ligadas activarán a las proteasas que desencadenarán la activación del complemento. Al igual que la vía alternativa, se trata de un mecanismo innato de defensa estimulado simplemente por la presencia de paredes celulares bacterianas en el torrente sanguíneo (fig. 5-10).
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FIGURA 5-10 Activación del complemento por la vía de las lectinas.




La lectina de unión a manosa (MBL) del suero se puede unir a manosa o N-acetilglucosamina de las paredes celulares microbianas (los carbohidratos como la galactosa o el ácido siálico que se encuentran en las glucoproteínas de los mamíferos no ligan MBL). Así, MBL se puede unir a la superficie de bacterias, hongos, protozoos parásitos y virus (v. cap. 2). Las ficolinas son otra familia de lectinas que pueden activar la vía de las lectinas mediante las serín proteasas asociadas a MBL (MASP).


Tras unirse a las superficies microbianas, la MBL se combina con la proteasa del suero MASP-2, activándola. Se cree que el mecanismo bioquímico responsable de la activación de MASP-2 es a través de cambios conformacionales ocurridos tras la unión de MBL a los carbohidratos de la superficie microbiana. MASP-2 activada, a su vez, actúa sobre la proteína C4, escindiéndola en C4a y C4b. La eliminación de C4a expone un grupo tioéster en C4b, y genera un grupo carbonilo reactivo que une de forma covalente C4b a la superficie microbiana (v. fig. 5-4). C2 es una glucoproteína que se une a C4b para formar el complejo C4b2, tras lo cual C2 es escindida por MASP-2, generando C4b2b.


El C4b2b ligado a la célula actúa sobre la cadena α de C3 para generar C3a y C3b. Al igual que en la activación de C4, C3 expone su grupo tioéster cuando C3a se libera. Como resultado, las moléculas de C3b también se unen de forma covalente a las superficies que llevan C4b2b. La activación de C3b por C4b2b es un paso fundamental, ya que cada complejo C4b2b puede activar hasta 200 moléculas de C3, las cuales se unen entonces de manera irreversible a las superficies vecinas. Puesto que las reacciones del sistema del complemento son normalmente confinadas al microambiente cercano a las superficies microbianas, C3 se unirá a estos organismos. El C3b unido puede ligar C5 y escindirlo en C5a y C5b, tras lo cual se completa la ruta del complemento, ocasionando la destrucción del organismo por los MAC, como se ha descrito anteriormente.


La vía de MBL-MASP-2 es antigua, habiendo existido durante al menos 300 millones de años. Aunque en muchos sentidos reproduce la vía alernativa, proporciona otro ejemplo de duplicación de mecanismos para «garantizar» la protección.









La vía clásica


La vía clásica del complemento (fig. 5-11) se inicia normalmente por la unión de anticuerpos a la superficie de un organismo extraño, por lo que forma parte del sistema inmune adquirido. Por ello, no puede ser desencadenada hasta que se generan los anticuerpos, lo cual sucede entre los siete y diez días tras la infección. No obstante, una vez iniciada, es una vía de activación del complemento muy eficiente. Cuando las moléculas de anticuerpo se unen a un antígeno, cambian su estructura molecular y exponen sitios activos en sus regiones Fc. Si varias moléculas de anticuerpo se unen a un organismo, se expondrán múltiples sitios activos en un área reducida, que desencadenarán la activación del complemento por la vía clásica.
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FIGURA 5-11 Elementos básicos de la vía clásica del complemento.




El primer componente de la vía clásica del complemento es un complejo proteico multimolecular llamado C1, formado por tres proteínas (C1q, C1r y C1s) unidas por calcio. C1q parece un látigo de seis hebras cuando se observa al microscopio electrónico (fig. 5-12). Dos moléculas de C1r y dos de C1s forman una estructura en forma de ocho localizada entre las hebras de C1q. C1q es activado cuando los extremos de al menos dos hebras se unen a los sitios de activación del complemento de la región Fc de las inmunoglobulinas. La unión a las inmunoglobulinas (a su vez unidas al antígeno) ocasiona un cambio conformacional en C1q que se transmite a C1r. Como resultado, C1r revela un sitio activo proteolítico que escinde un péptido unido a C1s para transformar esta molécula en una forma enzimáticamente activa. Para activar C1 es necesario que se hayan unido al menos una molécula de inmunoglobulina M (IgM) o dos moléculas de IgG al antígeno. La explicación a esto reside en que la IgM facilita dos sitios cercanos de activación del complemento, mientras que el mismo efecto solo se consigue cuando dos moléculas de IgG se localizan muy próximas. Por este motivo, la IgG es mucho menos eficiente que la IgM a la hora de activar la vía clásica. C1 puede ser activado también directamente por algunos virus o por bacterias como Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.
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FIGURA 5-12 Estructura de C1 y su papel en la interacción con los anticuerpos para iniciar la vía clásica del complemento.




El C1s activado escinde C4 en C4a y C4b, tras lo cual C2 se une a C4 para formar C4b2. Entonces, e1 C1s activado escinde el C2 ligado generando un pequeño péptido, C2a, y C4b2b. C1s no puede actuar sobre C2 soluble, sino que C2 debe unirse primero a C4 antes de ser escindido (otro ejemplo de modulación por el sustrato). El complejo C4b2b, como se ha descrito antes, es una potente proteasa que escinde C3, por lo que se conoce como la convertasa de C3 clásica. El C3b generado de esta manera liga y activa C5. Las reacciones posteriores llevan a la formación del MAC y la destrucción microbiana.
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