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  Introducción al sistema inmune




  La inmunología es una pieza clave en la fisiopatología de muchas enfermedades. Parafraseando a William E. Paul “El gran impacto de la infección por HIV, trágicamente enfatiza la importancia del sistema inmunológico en la batalla contra patógenos microbianos, con los cuales compartimos nuestro ambiente”. Sin embargo, no se debe limitar la acción del sistema inmune a la protección de la infección microbiana, los mecanismos inmunológicos actúan en una gran variedad de condiciones clínicas que incluyen el rechazo a tumores, trasplantes, el trauma, la autoinmunidad y las alergias, entre otras.




  El sistema inmunológico es el mecanismo de defensa, altamente exquisito, que se basa en el reconocimiento de los antígenos (Ag) extraños y propios. En el proceso, se tienen en cuenta las barreras físicas, como piel y mucosas, pero la estrategia de defensa más efectiva, elaborada y dinámica, es realizada por moléculas y células que han desarrollado habilidades para reconocer y eliminar cualquier sustancia extraña o propia alterada en el organismo.




  La inmunidad es el estado de protección de un individuo frente a la agresión. Clásicamente, se han descrito dos tipos de inmunidad: inmunidad innata y adaptativa; esta clasificación es teórica, ya que una forma de inmunidad no excluye a la otra y siempre están interrelacionadas, de hecho, los dos tipos de inmunidad son dependientes y durante la respuesta efectora es necesario que se den conjuntamente.




  La inmunidad innata o no específica es la primera línea de defensa y se refiere a la respuesta rápida e inmediata (minutos) dada por los tejidos, las barreras y la mayoría de las células inmunológicas, neutrófilos, eosinófilos, basófilos, mastocitos, monocitos-macrófagos, células NK y moléculas como el complemento (proteínas enzimáticas que ocasionan a la lisis), citoquinas, proteínas producidas localmente con diversas acciones, etc. (figura 1). Esta respuesta es funcional, antes de que el agente extraño invada el organismo; una vez el patógeno se establece, es posible que la inmunidad innata no sea suficiente para destruir el patógeno. Además, no genera memoria, ya que las células que participan no tienen reconocimiento específico, no sobreviven por largo tiempo ni tiene la capacidad de dividirse.
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	Fig. 1

	 

	Componentes de la inmunidad innata. Como parte de la inmunidad innata se incluyen: las barreras (piel y mucosas); células inespecíficas: neutrófilos, eosinófilos, basófilos, mastocitos, monocitos y células NK; proteínas: complemento y citoquinas, y el proceso inflamatorio.

















  La inmunidad adaptativa o adquirida involucra los linfocitos y sus productos, es específica y genera la memoria inmunológica. La inmunidad adaptativa requiere tiempo para su total desarrollo y activación, lo cual ocurre en los órganos y en los tejidos linfoides secundarios (ganglios, bazo y tejido linfoide asociado a la mucosa). Mientras esta inmunidad se prepara, la inmunidad innata actúa, controlando el agente invasor. La inmunidad adquirida suplementa y aumenta los mecanismos de defensa no específicos, por lo cual produce una respuesta más efectiva y duradera. Los linfocitos tienen la capacidad de proliferar y reconocer de manera específica cada una de las posibles moléculas existentes, gracias a sus receptores para el Ag.




  Según su origen, a la expresión de moléculas en la superficie celular (CD) y al tipo de receptor para el Ag, los linfocitos se clasifican en: linfocitos B (LB)(CD20+ CD21+) y linfocitos T (LT) (CD3+). Cada clase de linfocito es responsable de un tipo de inmunidad adaptativa: inmunidad celular (LT) e inmunidad humoral (LB) (figura 2).




  Los LB se originan y maduran en la médula ósea, y son productores de anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas (Ig): IgD, IgM, IgG, IgA e IgE. Inicialmente las Ig, se encuentran en la membrana del linfocito B, actúan como el receptor para el Ag del LB (BCR). Después de su activación, el LB madura a célula plasmática y libera gran cantidad de Ig, que interactúan con otras células o proteínas, en la destrucción del agente extraño. Los LB reconocen el Ag en su forma tridimensional, tal y como entra al organismo (figura 2).




  Los LT se originan en la médula ósea y maduran en el timo. Reconocen el Ag, por medio de su receptor, el TCR, solo cuando este es degrado a un fragmento peptídico y es asociado a una molécula propia, la cual hace parte del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Los LT se subdividen en LT ayudadores (LTh) (CD3+, CD4+), productores de citoquinas que promueven o inhiben la respuesta inmune y LT citotóxicos (LTc) (CD3+, CD8+) que, como su nombre lo indica, su función es eliminar células infectadas intracelularmente o alteradas, como las cancerígenas. En la actualidad, se considera una tercera clase de LT, los LT reguladores (CD3+, CD25+), los cuales pueden ser LTh o LTc.




  Fisiológicamente, la respuesta inmunológica adaptativa ocurre en dos fases: la fase de reconocimiento, en la cual el sistema inmune identifica el Ag, discriminando entre las moléculas propias y extrañas. El reconocimiento inmunológico es altamente específico, de manera que puede diferenciar entre un inmenso universo de Ag, sin perder la tolerancia a las células y moléculas propias, la falla en esta tolerancia conduce al daño y a la destrucción del tejido propio, lo cual da como resultado el desarrollo de la enfermedad autoinmune. La gran especificidad y la diversidad del sistema inmunológico, en el reconocimiento de pequeñas moléculas, ha permitido el avance vertiginoso de la ciencia en los últimos años, mediante la aplicación de técnicas inmunológicas en el diagnóstico clínico y la investigación. Una vez la sustancia extraña es reconocida, el sistema inmune genera la fase efectora, que incluye la activación de una gran variedad de células y moléculas en una red dinámica, que permitirá eliminar el agente extraño, reparar el tejido, restablecer la homeostasis e inducir el estado de inmunidad o memoria inmunológica.
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	Fig. 2

	 

	Tipos de inmunidad adaptativa. La inmunidad adaptativa se divide en: inmunidad humoral, mediada por los LB productores de Ac; inmunidad celular, mediada por los LT, los LT citotóxicos ocasionan la muerte celular del blanco y los LTh son los productores de citoquinas que modulan toda la respuesta inmunológica.



















  Esta observación fue hecha hace muchos siglos; los individuos que sobrevivían a una enfermedad, ocasionada por un patógeno, en particular, llegaban a ser resistentes, generalmente durante toda su vida. Debió pasar mucho tiempo para que este fenómeno se aplicara exitosamente en la práctica clínica con la vacunación. Los primeros intentos los realizaron los chinos en el siglo XV, aplicando directamente sobre incisiones en la piel de sujetos sanos costras secas de pústulas de la viruela. La técnica fue mejorada por Edward Jenner, en 1796. Posteriormente, Pasteur descubrió que los cultivos de bacterias, después de un tiempo perdían su virulencia y administrados de esta manera podían proteger contra la enfermedad, sin ocasionar la muerte del individuo o las manifestaciones más severas de esta.




  En términos de tiempo y número de exposiciones al agente extraño, se consideran dos tipos de respuesta inmune adaptativa: la respuesta primaria o fase de sensibilización, que es la primera exposición al Ag y durante la cual los linfocitos vírgenes, que nunca han estado en contacto con este, reconocen el agente extraño, por primera vez se activan y proliferan para generar efectores y células de memoria; los primeros que actúan en esta fase y los segundos circulan por todo el cuerpo, cumpliendo una acción de vigilancia para actuar frente a un nuevo encuentro con este Ag. La respuesta primaria puede demorar entre quince y veinte días.




  La respuesta secundaria se refiere a la segunda o posteriores exposiciones al mismo agente; en esta oportunidad, la inmunidad adaptativa se da rápidamente, ya que en la fase de sensibilización se ha generado la memoria inmunológica, que se va especializando frente a cada nuevo reto con el mismo Ag, eliminado de manera más efectiva el agente extraño, antes de que este invada y ocasione el daño del tejido o que el individuo presente algún tipo de sintomatología.




  Para el estudio de la respuesta inmunológica hay que considerar la interacción celular, desde sus eventos moleculares, el contacto célula-célula, a través de receptor-ligando, la producción de moléculas in situ, que permiten la comunicación entre el sistema inmunológico, el tejido y todo el organismo. El entendimiento de todos estos mecanismos es necesario para la interpretación de las manifestaciones clínicas y las consideraciones terapéuticas en las diversas patologías locales y sistémicas.




  Cada órgano y tejido posee características fisiológicas y anatómicas que modulan la expresión de la respuesta inmunológica. Estas características incluyen las células del parénquima que liberan citoquinas y mediadores y crean un microambiente único en la inducción y en la regulación de la respuesta inmunitaria; células presentadoras del Ag restringidas al tejido encargadas de mostrar el antígeno a los LT ayudadores, y la irrigación linfática y sanguínea que permite la circulación de los leucocitos y el transporte del Ag a los órganos linfoides para la activación de los linfocitos. Estas condiciones dictan la manera como los Ag son detectados, reconocidos y eliminados por los mecanismos inmunológicos.




  La respuesta inmune ocular involucra la interacción entre los componentes inmunológicos locales y sistémicos, con grandes diferencias en la inducción de la respuesta inmune, en cada uno de los compartimientos oculares. En la conjuntiva, como cualquier otra mucosa, hay presencia de tejido linfoide, así como diferentes poblaciones de células inmunológicas, como macrófagos y mastocitos. El tejido linfoide, presente en las mucosas, facilita la inducción de la inmunidad adaptativa y la tolerancia en estos sitios. Algunas células que actúan en la conjuntiva y el limbo son fibroblastos, células del endotelio vascular, y células epiteliales, entre otras. Participan activamente, durante el proceso inflamatorio, con producción de diversas citoquinas y expresión de moléculas que interviene en la regulación de la respuesta inmune. La glándula lagrimal también posee tejido linfoide responsable de la producción de la mayoría de IgA, que se encuentra en la lágrima, además, se sintetiza un gran número de proteínas con capacidad bactericida como lisozima, lactoferrina,β-lisina, etc., encargadas de la defensa de la superficie ocular contra los microorganismos.




  La irrigación linfática de la conjuntiva, limbo y párpados drena en los ganglios linfáticos preariculares y submandibulares, por tanto, la presencia de linfoadenopatía en estos ganglios es un signo clínico que se manifiesta principalmente en las infecciones virales. Los vasos sanguíneos que irrigan la conjuntiva y los párpados son ramas de la arteria oftálmica. Los vasos sanguíneos y linfáticos se localizan en la lámina propia y no alcanzan ninguna de las capas del epitelio conjuntival. La presencia de vasos sanguíneos, linfáticos, células y moléculas inmunológicas en la conjuntiva hacen que esta última esté en la capacidad para generar una rápida respuesta inflamatoria e inmunológica en la fase temprana de cualquier patología. La inflamación conjuntival se manifiestas con los signos cardinales del proceso inflamatorio, enrojecimiento, calor, edema, dolor y daño del tejido, como en cualquier tejido vascularizado, con algunas variaciones, debido a las características histológicas, como la presencia de papilas, folículos, tipo de secreción, etc., importantes en la interpretación clínica de la enfermedad de la superficie ocular.




  A diferencia de la conjuntiva, la córnea no tiene irrigación linfática ni sanguínea, las únicas células inmunológicas son las células de Langerhans (un tipo de células dendríticas), presentes en el epitelio corneal; en el estroma, no hay células inmunocompetentes. Sin embargo, la córnea no está desprovista de inmunidad, puesto que es un tejido inmunoprivilegiado. El inmunoprivilegio se considera como una estrategia evolutiva de algunos órganos y tejidos que da protección inmunológica y, a su vez, preserva el tejido del daño secundario a la respuesta inflamatoria e inmunológica.




  Hasta hace diez años se creía que el privilegio inmunitario era característico de tejidos que carecían de irrigación linfática y sanguínea. Aparentemente, los antígenos no podían escapar de esos sitios privilegiados (teoría del secuestro antigénico), para inducir la inmunidad adaptativa en los órganos linfoides secundarios. En la actualidad, se sabe que los Ag en la córnea salen por el torrente sanguíneo y vasos linfáticos adyacentes, gracias a las células de Langerhans, siendo reconocidos por el sistema inmunitario sistémico (en el bazo) y local (ganglios linfáticos regionales).




  El trasplante ortóptico de córneas alogénicas ha sido practicado desde principios de siglo con una aceptación extraordinariamente alta. Inicialmente se pensó que la condición avascular de la córnea era la única explicación del éxito de este trasplante, pero cuando se implantaron córneas en un tejido vascularizado, el rechazo también fue infrecuente, sugiriendo que en la córnea no se expresaba los antígenos del CMH. Los HLA (antígenos de los leucocitos humanos), que corresponde al CMH en el humano, son proteínas de superficie de todas las células, excepto los glóbulos rojos, y son extremadamente polimórficas, de manera que cada individuo dentro de una especie posee diferente HLA, siendo el principal determinante del rechazo a trasplantes. En la córnea hay muy baja expresión de las moléculas de histocompatibilidad, y no hay irrigación sanguínea o linfática, lo cual interfiere con la habilidad del sistema inmune para generar una respuesta y evita la destrucción del tejido trasplantado. Ahora, se sabe que esta es otra de las características que presenta el inmunoprivilegio.




  Los Ag colocados en la cámara anterior generan una respuesta inmune inusual denominada Desviación Inmune Asociada a la Cámara Anterior (ACAID), otra condición del inmunoprivilegio ocular. Son muchos los factores implicados. El mecanismo exacto de regulación y expresión de la respuesta inmunológica en este nivel aún se desconoce.




  Este libro pretende brindarle al estudiante conceptos básicos de la inmunología y una visión de la acción del sistema inmunológico ocular en estados de salud y enfermedad. El libro en cada capítulo incluye preguntas y referencias bibliográficas para la profundización de cada tema.




  Células del sistema inmune




  El sistema inmune consiste de distintos grupos celulares que comprenden principalmente los leucocitos, algunos circulan de manera continua, otras salen de la sangre y permanecen en los tejidos como centinelas estacionarios.




  La hematopoyesis es el proceso mediante el cual se producen, desarrollan y maduran todas las células sanguíneas, en la médula ósea a partir de una pequeña población de células madres pluripotenciales. La célula madre pluripotencial (en inglés, stem cell), fenotípicamente ha sido identificada como células CD34+, Thy1lo Lin– Sca-1+ C-kit+ (células TLSK); estas son células inmaduras en continua división y auto renovación; cuando proliferan, una permanece como célula pluripotencial y la otra como célula hija que continua su diferenciación. A medida que los progenitores se dividen, van adquiriendo progresivamente las características de un tipo de célula y pierden su capacidad proliferativa hasta hacerse nula cuando maduran por completo, en otras palabras: están terminalmente diferenciadas (Weissman y Shizuru, 2008). Las células hematopoyéticas se separan en dos grandes linajes: mieloide, incluyen eritrocitos, megacariocitos, granulocitos, mastocitos y monocitos/macrófagos; y linfoide, que comprende linfocitos T, B y células natural killer (NK) (Kondo, Weissman y Akashi, 1997; Akashi, Traver, Miyamoto y Weissman, 2000) (figura 3).




  La diferenciación de la célula madre en tan diversas poblaciones celulares depende de citoquinas que controlan su proliferación y maduración, así como de la expresión de genes que son regulados por diferentes factores transcripcionales. En la hematopoyesis, intervienen principalmente los factores estimuladores de colonias (FSC) e interleuquinas (IL). En la línea mieloide, FSC-de granulocitos y monocitos (FSC-GM) e IL-3 y en la línea linfoide, la IL-7, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-6, entre otras (figura 3).
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	Fig. 3

	 

	Hematopoyesis. Se destacan las dos vías de diferenciación mieloide y linfoide. En la línea mieloide el progenitor mieloide común (PMC) se diferencia en progenitor de megacariocitos y eritrocitos (PME), y progenitor de granulocitos y monocitos. La línea linfoide da origen a los linfocitos B y T, las células Natural Killer (NK) y todos los tipos de células dendríticas. Los LB se diferencian totalmente en médula ósea, los LT maduran en el timo (zona sombreada en gris). En cada vía se incluyen los factores de crecimiento (FSC) y citoquinas que intervienen. Las líneas punteadas indican que hay controversia con el precursor de las células (mastocitos y células dendríticas).

















  Las citoquinas son proteínas secretadas por diversos tipos celulares, con acción pleitropica diversas acciones, sobre diferentes células. Las citoquinas actúan sobre la población celular que exhiba receptores de superficie para estas, en consecuencia, induce señales intracelulares que evocan diversas respuestas en la célula, como entrar al ciclo celular (mitosis) o producción de proteínas que conllevan cambios en el metabolismo. Los factores de transcripción (FT) son proteínas que modulan la expresión de los genes. Muchos factores transcripcionales están involucrados en la hematopoyesis, los más importantes son: SCL (Stem Cell leukemia gen), GATA-2 (por la secuencia Guanina-Adenina-Timina-Adenina), Lmo-2 (proto-oncogen) y AML-1 (factor 1 de la leucemia mieloide aguda) (Zhu y Emerson, 2002).




  Durante la diferenciación, bajo los estímulos y señales apropiados, la célula madre pluriponencial de largo término pierde gradualmente su habilidad para auto renovarse llegando a ser una stem cell de corto término, lo cual significa que solo puede sostener la hematopoyesis in vivo, aproximadamente por seis semanas. Entonces, empieza a retener un potencial de diferenciación de múltiples linajes transitorio, de allí pasa a ser un progenitor multipontencial (PMP) que no se auto renueva, por tanto, ya no es una célula madre y recibe el nombre de progenitor multipotencial (Weissman y Shizuru, 2008).




  De acuerdo con el modelo clásico de la hematopoyesis (figura 3), del PMP se originan concomitantemente un progenitor mieloide común (PMC), caracterizado por la expresión de CD34+ y el receptor para la porción Fc de la IgG (FCγR) y un progenitor linfoide común (PLC), que expresa CD34+ y el receptor para la IL-7. El potencial de cada subpoblación ha sido examinado in vitro y se ha encontrado que, a partir de PMC, se obtienen monocitos, granulocitos, eritrocitos y megacariocitos (Akashi, Traver, Miyamoto y Weissman, 2000). La población de PLC in vivo da origen a LT, LB y células NK (Kondo, Weissman y Akashi, 1997).




  Sin embargo, se ha reportado que la producción de monocitos podría ser promiscua y originarse también de los PLC (Kee y Murre, 1998). Adicionalmente, las células dendríticas, que también se originan en la médula ósea, podrían hacerlo a partir de los dos progenitores. Esta evidencia ha llevado a sugerir que la división simétrica de los PMP en los dos progenitores concomitantes con un linaje irreversible no ocurre, así como que los PMC y PLC sean generados asimétricamente y que antes de llegar a ser un PLC, deben perder su potencial de diferenciación del linaje mieloide (Lai y Kondo, 2008) (figura 4).
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	Fig. 4

	 

	Versión revisada del modelo clásico de hematopoyesis. En este modelo los PLC y PMC se generan asimétricamente. A partir del PMP se va perdiendo el potencial de diferenciación mieloide (zona sombreada) hasta llegar a ser un PLC que solo da origen a los linfocitos y células dendríticas.



















  Cuando las células en la médula ósea están maduras entran al torrente sanguíneo. Diariamente, se producen grandes cantidades de células sanguíneas, la cantidad y la velocidad de esta producción es controlada, de acuerdo con las demandas y su número en sangre permanece estable en condiciones fisiológicas (tabla 1). En estados patológicos, el número de las células disminuye o aumenta, por ejemplo, en infecciones sistémicas se incrementa la producción de leucocitos a expensas generalmente de un tipo celular. En infecciones bacterianas o en procesos inflamatorios agudos, hay un incremento en los neutrófilos (neutrofilia); en infecciones por helmintos, aumentan los eosinófilos (eosinofilia), y en las infecciones virales, hay un incremento de los linfocitos (linfocitosis) en sangre periférica.




  Tabla 1   Valores de referencia de células sanguíneas en humanos










	Células sanguíneas

	Valores de referencia 
(sangre periférica del adulto)






	Eritrocitos (GR)

	4,5 - 5 millones/mm3






	Leucocitos (GB)

	5000 - 10000/ mm3






	PMN netrófilos

	55-65%






	PMN eosinófilos

	1-5%






	PMN basófilos

	0-2%






	Monocitos

	4-8%






	Linfocitos

	25-35%






	Plaquetas

	250.000-350.000/ mm3







  Las células sanguíneas se clasifican de acuerdo con sus características morfológicas, funcionales, de especificidad frente al Ag o por la expresión de proteínas de superficie, denominadas con las iniciales CD (cluster differentiation), seguidas de un número único. Estas proteínas (CD) sirven como marcadores de grupos celulares, ya que están relacionadas con la función o estadio de diferenciación de las células. Hasta el momento, se han determinado más de doscientas moléculas CD.




  A continuación se describen las células del sistema inmune, clasificadas inicialmente de acuerdo con su especificidad por el Ag, seguidas de su clasificación morfológica.




  Células inespecíficas para el Ag




  Granulocitos




  Incluyen neutrófilos, basófilos y eosinófilos; son células que identifican el agente extraño sin diferenciarlo ni discriminarlo entre otros; su respuesta se da en las primeras horas después de la entrada del antígeno y se encargan de sostener el ataque mientras se prepara la respuesta específica. Se denominan granulocitos porque tiene gránulos visibles al microscopio de luz; también se les conoce como polimorfonucleares (PMN), debido a que su núcleo es lobulado. En la superficie ocular, se encuentran en la conjuntiva y limbo, pero están ausentes en la córnea.




  Neutrófilo




  Constituyen el mayor porcentaje de leucocitos en sangre periférica (55-65%), siendo la primera línea de defensa de la inmunidad innata; tienen una vida media de seis a ocho horas, después de que salen de la médula ósea, en este tiempo sufren apoptosis y son eliminados en el hígado y en el bazo. La principal actividad de los neutrófilos es la fagocitosis, dando como resultado la muerte de los microorganismos, especialmente bacterias. Sus gránulos se producen durante su diferenciación (estado promielocítico y mielocítico), contienen enzimas y proteínas con actividad microbicida, en particular, frente a bacterias. Se han caracterizado, varios tipos de gránulos:




  [image: chpt_fig_003] Azurófilos o primarios: son los primeros en producirse, tienen mieloperoxidasa, catepsina G, elastasa, proteinasa, lisozima y defensinas.




  [image: chpt_fig_003] Específicos o secundarios: contienen lactoferrina, transcobalamina, lisozima, gelatinasa y varias proteínas presentes en la membrana plasmática.




  [image: chpt_fig_003] Gelatinasa o terciarios: son similares a los secundarios, pero carecen de lactoferrina (Segal, 2005).




  Una vez ocurre la respuesta inflamatoria los neutrófilos circulantes, infiltran rápidamente el sitio agredido, gracias a la expresión de moléculas de adherencia, como selectinas e integrinas. Una vez en el tejido, incrementan considerablemente su vida media de 24 a 48 horas. Los neutrófilos exhiben receptores para factores quimiotácticos, que permiten la migración dirigida hacia el estímulo, como el receptor para el leucotrieno B4 y para la IL-8. Receptores para las opsoninas (proteínas que recubren el Ag), receptores para la IgG (FcγR) y los receptores para la fracción C3 del complemento, que dirigen el movimiento fagocítico e ingesta, gracias a la reorganización del citoesqueleto (Dale, Boxer y Liles, 2009). La muerte del microorganismo fagocitado ocurre por la acción de las enzimas de las proteínas microbicidas de los gránulos y por la generación de especies reactivas del oxígeno, como el peróxido de hidrógeno y el ácido hipocloroso, por un proceso denominado estallido respiratorio (Segal, 2005; Cowburn, Condliffe, Farahi y Charlotte, 2008). Además, los neutrófilos activados producen varias citoquinas y moléculas de superficie que facilitan su interacción con la inmunidad adaptativa durante la respuesta inflamatoria (figura 5). En la conjuntiva, la presencia de un infiltrado rico en PMN neutrófilos es indicio de una conjuntivitis bacteriana.
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	Fig. 5

	 

	Neutrófilo polimorfonucelar. Observe el núcleo multilobulado, citoplasma acidófilo con presencia de gránulos. Frotis de sangre periférica, 100X. Fuente: www.medicoadomicilio.com.ve.



















  Eosinófilo




  Leucocitos caracterizados por un núcleo bilobulado y cuatro tipos de gránulos (figura 6):




  [image: chpt_fig_003] Primarios: donde se producen los cristales de Charcot-Leyden, que están involucrados en la interacción con los carbohidratos de la superficie de los helmintos.




  [image: chpt_fig_003] Secundarios: contienen proteínas catiónicas citotóxicas, proteína básica mayor (MBP), peroxidasa eosinofílica (EPO), proteína catiónica del eosinófilo (ECP) y neurotoxina derivada del eosinófilo (EDN), además de un gran número de citoquinas.




  [image: chpt_fig_003] Cuerpos lipídicos eosinofílicos: tienen enzimas asociadas con la biosíntesis de mediadores inflamatorios de origen lipídico, como lipoxigenasa, leucotrieno C4 sintetasa, ciclooxigenasa y ácido araquidónico (Shin et ál., 2009). En sangre periférica, los eosinófilos representan del 1 al 5% de los leucocitos de la circulación, se relocalizan principalmente en las mucosas (tracto gastrointestinal) y algunos tejidos que expresan constitutivamente eotaxina-1 (quemoquina selectiva para eosinófilos).
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	Fig. 6

	 

	Eosinófilo polimorfonuclear. Observe el núcleo bilobulado, presencia de gránulos grandes color naranja. Frotis de sangre periférica, 100X. Fuente: www.ciencia-news.com.br.



















  Su principal función es la protección contra parásitos de tipo helminto, también participan en el daño del tejido y la respuesta inflamatoria en las reacciones alérgicas. Al igual que los neutrófilos, tienen actividad fagocítica, pero significativamente menos relevante. Su acción efectora es la degranulación. Los eosinófilos activados, inicialmente por los constituyentes de la matriz extracelular como la laminina y fibronectina y, posteriormente, por las citoquinas, liberan las proteínas granulares, histotóxicas, helmintotóxicas y especies reactivas del oxígeno, que resultan en el daño de la superficie de los helmintos y células aledañas. Existen tres mecanismos, por exocitosis, cuando se fusiona la membrana granular con la membrana citoplasmática, con descarga total del contenido de los gránulos. En la degranulación piecemal o transporte vesicular hay lenta filtración del contenido de los gránulos secundarios. Finalmente, la degranulación puede ocurrir por lisis, debido a la muerte celular (Dvorak y Weller, 2000).




  Los eosinófilos poseen una gran variedad de receptores, asociados con la quimiotaxis, adhesión, estallido respiratorio y degranulación. Producen quemoquinas, factores de crecimiento y citoquinas asociados a las dos subpoblaciones de LTh, por lo cual, actualmente, se les considera importantes moduladores de la respuesta inmune; además, estudios recientes han demostrado que los eosinófilos pueden actuar como células presentadoras del Ag (CPA), ya que pueden expresar complejo mayor de histocompatibilidad clase II y moléculas coestimuladoras para la activación de los LTh (Akuthota, Wang, Spencerm y Weller, 2000). La presencia de eosinófilos en la conjuntiva confirma el diagnóstico de conjuntivitis alérgica.




  Basófilo




  Comprende la población más escasa de leucocitos (< 1%) en sangre periférica (figura 7). Con los mastocitos (ver adelante), comparten varias características estructurales y funcionales; tradicionalmente, se han descrito que las dos células se originan de linajes separados, aunque esto aún es sujeto de controversia (Arinobu, Iwasaki y Akashi, 2009). Los basófilos y los mastocitos son las células efectoras más importantes en las reacciones de hipersensibilidad inmediata dependiente de IgE y representan el mayor origen de mediadores inflamatorios. Expresan receptores de alta afinidad para la IgE (FcεRI) y sus gránulos contienen aminas vasoactivas preformadas, especialmente histamina, un potente mediador de la inflamación (Falcone, Haas y Gibbs, 2009). En la actualidad, se considera que estas células desempeñan diferentes papeles en la patogénesis de la enfermedad inflamatoria. Una de las principales diferencias entre los basófilos y mastocitos es el contenido y la liberación de sus gránulos. En condiciones normales, el contenido de histamina es mayor en los mastocitos y su liberación en los basófilos, demora entre veinte y treinta minutos, mientras que en los mastocitos, ocurre aproximadamente en diez minutos. Los gránulos de los basófilos contiene principalmente histamina, heparina y sulfato de condroitina A. En general, carecen de triptasa y quimasa (Maronme, Lichtenstein y Galli, 2000).




  Los basófilos humanos son los principales productores de IL-4 e IL-13, citoquinas cruciales en la iniciación y en el mantenimiento de la respuesta alérgica, ya que son imprescindibles en el desarrollo de los linfocitos Th tipo 2. También poseen ligando CD40, lo que facilita su interacción con los LB, que junto con estas citoquinas, estimula el cambio de clase y posterior producción de IgE. Después de la activación, los basófilos sintetizan de novo cantidades sustanciales de leucotrieno C4 mediador inflamatorio originado a partir del ácido araquidónico y factor activador de plaquetas (PAF), los cuales amplifican y modifican la respuesta inflamatoria. Recientemente, se ha demostrado que los basófilos pueden ser activados por otras vías independientes de la IgE: están involucradas en la respuesta alérgica crónica, en la anafilaxis sistémica mediada por la IgG (liberan principalmente PAF), así como en la defensa contra las infecciones especialmente por helmintos (Mukai, Obata, Tsujimura y Karasuyama, 2009).
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	Fig. 7

	 

	Basófilo y mastocitos polimorfonucleares. Izquierda se observan grandes gránulos basófilos que cubren toda la célula (frotis de sangre periférica, 100X). Derecha, microscopia electrónica de mastocitos liberando los gránulos en el tejido. Fuente: www.medicoadomicilio.com.ve y www.ciencianews.com.br/index2.htm.

















  Mastocitos


  A diferencia de las otras células sanguíneas, los mastocitos salen de la médula ósea inmaduros, migran a las mucosas o al tejido conectivo donde proliferan, se diferencian y viven por largo tiempo y retienen su capacidad proliferativa después de la maduración. En el tejido los mastocitos se distribuyen al azar, sin embargo, se observan preferencialmente cerca de los vasos sanguíneos y los nervios, lo cual indica que responden rápidamente a cualquier estímulo, iniciando la respuesta inflamatoria local (Metz y Maurer, 2007). Su función más reconocida es como células efectoras de las reacciones de hipersensibilidad inmediata, ya que uno de sus principales marcadores es el receptor de alta afinidad para la IgE (FcεRI) y el alto contenido de histamina en sus gránulos. La unión de este receptor con la IgE y el Ag causa la degranulación y la liberación de mediadores inflamatorios, los cuales incrementan la permeabilidad vascular, inducen broncoconstricción y todos los cambios asociados a esta condición patológica local o sistémica (Paul, 1996).




  Otras patologías en las que participan son la fibrosis, neuropatías, neoplasmas y autoinmunidad. En la actualidad, se ha reconocido que los mastocitos regulan varias actividades de la inmunidad innata, como la defensa contra parásitos tipo helmintos, bacterias y virus, gracias a su habilidad para producir y liberar selectivamente citoquinas, quemoquinas y factores de crecimiento, que atraen o activan las células efectoras contra estos agentes infecciosos (Weissler et ál., 2008). En la inmunidad adaptativa, pueden actuar como células presentadoras del Ag, migran a los nódulos linfáticos secretan citoquinas y quemoquinas que regulan el equilibrio entre la inducción de los LTh1 y LTh2 (Warbrick, Taylor, Botchkarev y Coleman, 1995).




  Morfológicamente, son células mononucleares, llenas de gránulos de diferentes formas y tamaños (figura 7). Los gránulos contienen una gran cantidad de mediadores preformados y producidos de novo después de la activación. Entre los mediadores preformados están aminas vasoactivas: la histamina y serotonina, proteoglicanos: heparina y condroitina E, proteinasas: triptasa, quimasa y carboxipeptidasa, hidrolasas, enzimas oxidativas y factores quimiotácticos. Los mediadores generados después de la activación (de novo) incluyen moléculas de origen lipídico, como prostaglandina D2 y leucotrieno C4 y factor activador de plaquetas.




  Dependiendo del contenido de proteasas en sus gránulos, existen dos subtipos de mastocitos en los humanos: los que contiene solo triptasas (MCT) y los que contienen triptasa y quimasas (MTTC). Los MCT, se encuentran principalmente en pulmón, mucosa nasal e intestinal, mientras los MCTC se localizan en piel, nódulos linfáticos, mucosa intestinal y corazón. En lámina propia de la conjuntiva y el limbo, el 95% de los mastocitos son MCTC, especialmente cerca de los vasos sanguíneos y linfáticos. La implicación funcional de los dos subtipos aún no es muy clara.




  Los mastocitos producen y guardan muchas citoquinas, razón por la que están involucrados en la regulación de muchas reacciones inmunológicas, patológicas y fisiológicas. Entre estas citoquinas se encuentran factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α, IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8), Interferón gamma (IFN-γ), factor transformante de crecimiento beta (TGF-β), factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (CSF-GM), las cuales liberan rápidamente por la degranulación en respuesta a la activación celular (Welle, 1997).




  Los procesos fisiológicos en los que intervienen los mastocitos son la cicatrización, coagulación, remodelación de tejidos y hematopoyesis. Otro aspecto importante es la comunicación funcional con los nervios; muchas líneas de investigación consistentemente indican que existe una comunicación bidireccional entre los mastocitos y los nervios sensoriales; incluso, podrían constituir una unidad funcional de crucial importancia en la inflamación neurogénica.




  Anatómicamente, los mastocitos se han localizado a 20 nm o menos de los nervios; se ha determinado que la molécula de adherencia CADM1 promueve su unión física y funcional (Ito, Hagiyama y Oonuma, 2008). Los nervios que están en contacto con los mastocitos contiene neuropéptidos, como la sustancia P y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), los cuales se liberan a partir de la estimulación eléctrica de los nervios. Asimismo, los mastocitos expresan receptores para varios neuropéptidos, que incrementan su activación con consecuente producción y liberación de mediadores (Marone, Lichtenstein y Galli, 2000).




  En el ojo los mastocitos se encuentran normalmente en la glándula lagrimal, el limbo y la conjuntiva. La distribución de los mastocitos en la conjuntiva humana no está muy definida. En los ratones, la densidad de los mastocitos es mayor en el borde palpebral (10.000 a 12.000 células/mm3), seguido del limbo (3400 a 4800 células/mm3) y pocos en el resto de la conjuntiva (500 a 1000 células/mm3) (McMenamin, Morrison y McMenamin, 1996). En los humanos en condiciones fisiológicas, los mastocitos se localizan en la sustancia propia, el total de mastocitos, es de 11.054 ± 6327 células/mm3, en sujetos con alergia su número puede incrementar al doble o más (Irani, Butrus, Tabbara y Schwartz, 1990). Este aumento determina el papel que cumple el mastocito en la fisiopatología de la conjuntivitis asociada a la hipersensibilidad tipo I.




  Monocito-macrófagos




  Son células circulantes en la sangre (monocitos) que, a diferencia de los granulocitos, retienen su capacidad proliferativa y se pueden diferenciar en células fagocíticas residentes denominadas macrófagos, los cuales se encuentran en la mayoría de los tejidos, donde aumentan de tamaño, incrementan el número de organelos y viven de dos a cuatro meses (figura 8). De acuerdo con el sitio donde se localizan reciben diferentes nombres, como histiocitos, células de Kupffer, osteoclastos, microglia, etc. Históricamente, a estos fagocitos de los tejidos derivados de los monocitos se les denominó sistema retículo endotelial. Existen dos subclases de monocitos reconocidos por marcadores de superficie, una subclase expresa altas concentraciones de CD14 (CD14hi) y CD64 (FcγRI) (receptor de alta afinidad para la IgG) y la otra subclase expresa bajos niveles de CD14 (CD14int) en la superficie celular y CD16 (FcγRIII) (receptor de baja afinidad para la IgG). Recientemente, se ha demostrado que los monocitos también son precursores de algunas células dendríticas en tejidos diferentes al bazo, bajo condiciones normales y durante la respuesta inflamatoria (Randolph, Jakubzick y Qu, 2008).




  Los monocitos y su progenie desempeñan un papel efector y regulador muy importante en la inmunidad innata y adquirida. Tiene tres grandes funciones: la fagocitosis, la presentación de antígenos a los LT y la inmunomodulación. El mecanismo de muerte por fagocitosis es similar al de los neutrófilos con algunas diferencias; los monocitos tienen la capacidad de continuar sintetizando nuevas proteínas de los gránulos, condición que se pierde en los neutrófilos maduros. La respuesta quimiotáctica es estimulada por otros agentes como la proteína 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1), MIP y RANTES. Durante la inflamación aguda el acúmulo de monocitos es más lento que el de los neutrófilos, pero estos persisten por más tiempo.
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	Fig. 8

	 

	Monocito de sangre periférica. Observe el núcleo arriñonado y vacuolas citoplasmáticas (frotis de sangre periférica 100X). Centro, microscopia electrónica de un macrófago fagocitando dos glóbulos rojos. Derecha, microscopia electrónica de un macrófago emitiendo un seudópodo para fagocitar las bacterias. Fuente: www.medicoadomicilio.com.ve, www.virtual.epm.br/material/tis/curr-bio/trab2004/2ano/imuno/celulas.htm y www.aids-info.ch/s_te/aas-s-imm.htm.





















  El estallido respiratorio es menos agresivo, pero tienen capacidad de eliminar una gran variedad de agentes, como virus, células tumorales, bacterias intra y extracelulares, hongos y parásitos, mucho más amplia que los neutrófilos. Los monocitos expresan constitutivamente receptores para las opsoninas (por ejemplo: FcγRI FcγRIII), a diferencia de los neutrófilos que solo los expresan en respuesta al estímulo inflamatorio. Los monocitos también expresan altos niveles de moléculas de histocompatibilidad clase II (MHC II), siendo efectivas como células presentadoras de antígeno (CPA); además, los monocitos son precursores de los macrófagos tisulares y de células dendríticas, las CPA más especializadas, siendo crítica su participación en la inducción de la respuesta inmune adaptativa.




  Los monocitos y macrófagos activados liberan varias citoquinas, como IL-1, IL-6, TNF-α e IFN-α/β que incrementan la respuesta inflamatoria, influyen en la hematopoyesis, defensa contra patógenos, etc., mediante las cuales cumplen la función inmunomoduladora (Dale Boxer y Liles, 2008). En la conjuntiva, hay presencia de monocitos/macrófagos en la lámina propia. En la córnea se ha demostrado la presencia de macrófagos y monocitos indiferenciados, con bajos niveles o ausencia del MHC II, localizados en el estroma posterior, normal (Hamrah, Huq, Liu, Zhang y Dana, 2003). Los macrófagos también se encuentran en la glándula lagrimal.




  
Células natural killer (NK)





  Son linfocitos granulares grandes que carecen de receptores específicos para el antígeno (no tienen TCR ni BCR), ampliamente distribuidos en todo el cuerpo, en circulación, órganos linfoides y tejido periférico no linfoide. El fenotipo de superficie que define las NK humanas incluye ausencia de CD3 (exclusiva de los LT) y expresan CD56 una molécula de adherencia que se expresa casi exclusivamente en las NK. Se han identificado dos subpoblaciones basados en la densidad de expresión de CD56: células CD3- CD56bright tiene alta expresión de CD56, producen abundante cantidad de citoquinas y poca o ninguna actividad lítica; por su parte, las células CD3- CD56dim de baja expresión de CD56 producen poca cantidad de citoquinas pero pueden espontáneamente lisar el blanco susceptible (Caligiuri, 2008).




  Su función efectora más importante es la lisis directa de células infectadas por virus y células tumorales. Las características histológicas dictan las diferencias funcionales de las NK con los LT citotóxicos, siendo el reconocimiento de la célula blanco la mayor diferencia. Ocasionan la lisis naturalmente sin requerir previa estimulación, de ahí su nombre natural killer, en español, asesinas naturales.




  Su acción citotóxica no está restringida por la expresión de moléculas de histocompatibilidad clase I (MHC I), lo que se ha explicado por la teoría de la ausencia de lo propio. La activación de las NK se da por un balance de entre señales inhibitorias y activadoras de sus receptores; los receptores KIR reconocen el MHC I, expresados por todas las células somáticas, excepto por los glóbulos rojos; previenen o inhiben el ataque. La pérdida de la expresión del MHC I que ocurre durante la infección o transformación tumoral, permite la activación de las NK. Los receptores activadores (receptor de citotoxicidad natural, NKp46) se unen a los antígenos extraños o alterados sobre las células blanco (figura 9), induciendo la activación de las NK para lisar directamente las células, vía exocitosis de perforinas y granenzimas, proteínas que hacen huecos en la membrana celular y destrucción del contenido intracelular, respectivamente o por inducción de apoptosis (Vivier y Colonna, 2006).
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	Fig. 9

	 

	Activación de las células NK. Depende de la integración de las señales inhibitorias (KIR) y activadoras (NKp46) recibidas por la unión de los receptores a los ligandos en la célula blanco. La lisis de la célula blanco ocurre si no hay unión entre el receptor KIR y el ligando (no hay señal de paro) y, a su vez, hay señales activadoras por la unión del receptor NKp46 con su ligando.



















  La células NK también expresan altos niveles de CD16 (RFcγI, receptor de alta afinidad para la IgG), lo que permite la unión de esta Ig en su superficie; cuando ocurre la unión de la Ig con su ligando se produce la activación de la NK, lo que da como resultado la liberación de perforinas y granenzimas y culmina en la lisis celular, denominada citotoxicidad dependiente de anticuerpos (CCDA) (Caligiuri, 2008).




  Otra función de las NK es su capacidad reguladora, gracias a las citoquinas que libera durante las primeras fases de la respuesta inflamatoria. Secretan grandes cantidades de IFN-γ, citoquina que activa los macrófagos, aumenta la expresión de MHC, estimula la diferenciación de los LTh1 responsables de la inmunidad celular, necesaria para eliminar patógenos intracelulares obligados. Recientemente se ha demostrado la interacción entre las NK con otras células del sistema inmune innato, neutrófilos, mastocitos, eosinófilos, basófilos y, particularmente, con las CD, esta comunicación tiene lugar después de la salida de las células en el tejido alterado por patógenos o células tumorales (Moretta et ál., 2008).
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