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Advertencia

La medicina 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.

El editor












Dedicatoria


A todos aquellos que utilicen este libro, para que se beneficien de su lectura tanto como nosotros lo hicimos al prepararlo.










Prefacio


La microbiología médica puede ser un campo desconcertante para el inexperto. Durante el aprendizaje de la microbiología nos enfrentamos a numerosas preguntas: ¿Cómo consigo memorizar todos los nombres? ¿Qué agentes infecciosos producen cada enfermedad? ¿Por qué? ¿Cuándo? ¿Quién presenta riesgo? ¿Existe tratamiento? Sin embargo, todas estas dudas pueden englobarse en una pregunta fundamental: ¿qué información necesito conocer para diagnosticar y tratar a un paciente infectado?
 
Es cierto que existen diversas teorías acerca de lo que el estudiante necesita saber y cómo enseñárselo, lo que supuestamente justifica la gran cantidad de libros de microbiología que han inundado las librerías en los últimos años. Aunque no reclamamos la posesión del método adecuado para la enseñanza de la microbiología médica (en realidad no existe el método perfecto), hemos basado las revisiones de esta obra en nuestra experiencia adquirida a lo largo de años de enseñanza a estudiantes de medicina, residentes y médicos que se están subespecializando en enfermedades infecciosas, así como en el trabajo invertido en las seis ediciones anteriores. Hemos intentado presentar con claridad y concisión los conceptos básicos de la microbiología médica, de modo que sea de utilidad para diferentes tipos de lectores. El texto está redactado de un modo sencillo, con la esperanza de proporcionar explicaciones simples de conceptos difíciles. Los detalles se resumen en forma de tablas, en lugar de intercalarse a lo largo del texto, e ilustraciones en color para el lector que prefiere la información visual. Los casos clínicos ponen de manifiesto la importancia de asociar la realidad y las ciencias básicas. Los aspectos más relevantes se destacan en cuadros para ayudar a los estudiantes en su revisión; y las preguntas y los casos clínicos abordan aspectos importantes de cada capítulo. Cada sección comienza con un capítulo que resume las enfermedades microbianas y también proporciona material de repaso.
 
Nuestros conocimientos microbiológicos e inmunológicos están aumentando con rapidez, gracias a los nuevos y fascinantes descubrimientos en todas las áreas. La expansión de los conocimientos también podría dar lugar a la ampliación del libro. Nos hemos servido de nuestra experiencia como autores y docentes para incluir en esta obra la información y las explicaciones que creemos más relevantes. Todos los capítulos han sido cuidadosamente actualizados y ampliados para incluir nuevos descubrimientos importantes desde el punto de vista médico. En cada uno de estos capítulos hemos intentado presentar el material que creemos que puede ayudar a que el estudiante obtenga un conocimiento claro acerca de la importancia de cada microorganismo y las enfermedades que provoca.
 
Con cada edición de Microbiología médica perfeccionamos y actualizamos nuestra presentación. En la séptima edición se recogen muchos cambios, incluyendo una reorganización de los capítulos. El libro comienza con una introducción general a la microbiología y las técnicas empleadas por los microbiólogos y los inmunólogos y, a continuación, se emplaza la sección de inmunología. Ésta ha sido actualizada y reorganizada extensamente. Se exponen las células y los tejidos que componen el sistema inmunitario, y a continuación capítulos actualizados sobre la inmunidad innata, la inmunidad específica de antígeno, la inmunidad antimicrobiana y las vacunas. También se han reorganizado las secciones acerca de las bacterias, los virus, los hongos y los parásitos. Cada sección se introduce con los capítulos relevantes de ciencias básicas y a continuación el resumen de la enfermedad microbiana específica del capítulo antes de profundizar en la descripción de los microorganismos individuales, el «desfile de microbios». Al igual que en ediciones anteriores, existen numerosos cuadros con resúmenes, tablas, fotografías clínicas y casos clínicos originales. Los casos clínicos han sido incluidos porque creemos que los estudiantes los encontrarán especialmente interesantes e instructivos y porque son una forma muy eficaz de presentar esta materia compleja. Cada capítulo del «desfile de microbios» comienza con preguntas relevantes para estimular y orientar a los estudiantes a medida que exploran el capítulo. Por último, los estudiantes pueden acceder a la página web www.StudentConsult.com, en inglés, que proporciona enlaces a lecturas adicionales, fotografías clínicas, los resúmenes de cada capítulo y el acceso a más de 200 preguntas prácticas de examen que ayudarán a los estudiantes a valorar sus conocimientos en la materia y a prepararse el curso y los exámenes de licenciatura. En la página web www.StudentConsult.es, en español, los estudiantes encontrarán las respuestas a los casos clínicos y a las preguntas de la introducción de los capítulos. En resumen, esta edición proporciona un texto comprensible, detalles, preguntas, ejemplos y una revisión, todo en la misma obra.
 

A nuestros futuros colegas: los estudiantes

A primera vista, podría parecer que el éxito en la microbiología médica depende de la memorización. Puede parecer que la microbiología consiste únicamente en datos innumerables, pero en la microbiología e inmunología existe una lógica. Como un detective médico, el primer paso consiste en conocer al villano. Los microbios establecen sus nichos en nuestros organismos y dicha capacidad y las enfermedades que pueden resultar dependen de cómo interaccionen con el hospedador y de las respuestas protectoras inmunitarias e innatas que tengan lugar.

Existen muchas formas de iniciarse en el aprendizaje de la microbiología y la inmunología, pero en último término, cuanto más interactúe con el material por medio de múltiples sentidos, más aprenderá y mejorará su capacidad de retentiva. Un método divertido y efectivo de enfocar el aprendizaje es pensar como un médico y tratar cada microbio y sus enfermedades como si se tratase de una infección en un paciente suyo. Invéntese un paciente para cada infección microbiana y compare y contraste los diferentes pacientes. Realice representaciones y hágase las siete preguntas básicas cuando se enfrente a este material: ¿Quién? ¿Dónde? ¿Cuándo? ¿Por qué? ¿Cuál? ¿Qué? y ¿Cómo? Por ejemplo: ¿Quién presenta riesgo de sufrir la enfermedad? ¿Dónde causa infecciones este microorganismo (región corporal y área geográfica)? ¿Cuándo es importante el aislamiento de este microorganismo? ¿Por qué puede causar enfermedades este microorganismo? ¿Cuáles son las especies y los géneros importantes desde el punto de vista médico? ¿Qué pruebas diagnósticas deberían realizarse? ¿Cómo se trata esta infección? Cada microorganismo encontrado puede examinarse de un modo sistemático. La información esencial puede resumirse en el acrónimo VIRIDEPT: se deben conocer las propiedades de Virulencia del microorganismo; cómo Identificar la etiología microbiana de la enfermedad; las condiciones específicas o los mecanismos de Replicación del microbio; los aspectos útiles y perjudiciales de la respuesta Inmunitaria e Innata a la infección; los signos y las consecuencias de la enfermedad (del inglés, Disease); la Epidemiología de las infecciones; cómo Prevenir la enfermedad y su Tratamiento. Aprenda de tres a cinco palabras asociadas con el microbio, las cuales estimularán su memoria (palabras clave), y organice los conocimientos en un cuadro lógico. Desarrolle asociaciones alternativas. Por ejemplo, este libro presenta los microorganismos siguiendo una estructura taxonómica sistemática (denominada con frecuencia «desfile de microbios», aunque los autores pensamos que es la forma más sencilla de explicar los microorganismos). Piense en una propiedad de virulencia determinada (p. ej., producción de toxinas) o en un tipo de enfermedad (p. ej., meningitis) y enumere los microorganismos que comparten dichas propiedades. Imagine que un enfermo ficticio está infectado por un microorganismo específico y elabore un caso clínico. Explique el diagnóstico a su enfermo imaginario y también a sus futuros compañeros de profesión. En otras palabras, no intente simplemente memorizar página tras página de datos; sino que es mejor utilizar técnicas que estimulen su mente y su comprensión de los datos presentados a lo largo de la obra. Utilice el capítulo resumen presente al inicio de cada sección de microorganismos para ayudar a perfeccionar su «diagnóstico diferencial» y a clasificar los microorganismos en «cuadros» lógicos.

Nuestros conocimientos microbiológicos están aumentando constantemente; si desde el inicio se construye una buena base de conocimientos, será mucho más sencillo conocer los avances futuros.

Ningún libro de esta magnitud tendría éxito sin la contribución de numerosos profesionales. Queremos agradecer la valiosa ayuda profesional y el apoyo proporcionado por el equipo de Elsevier, especialmente a Jim Merritt, William Schmitt, Katie DeFrancesco y Kristine Feeherty. También queremos dar las gracias a los numerosos estudiantes y a los colegas de profesión que han proporcionado consejos y críticas constructivas a lo largo de la elaboración de esta sexta edición de Microbiología médica.

Patrick R. Murray, PhD
 
Ken S. Rosenthal, PhD
 
Michael A. Pfaller, MD
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Introducción a la microbiología médica




Es fácil imaginarse la emoción que sintió en 1674 el biólogo holandés Anton van Leeuwenhoek cuando examinó con sus lentes de microscopio, cuidadosamente pulimentadas, una gota de agua y descubrió un mundo formado por millones de diminutos «animálculos». Casi 100 años después el biólogo danés Otto Müller amplió los estudios de Van Leeuwenhoek y, siguiendo los métodos de clasificación de Carlos Linneo, organizó las bacterias en géneros y especies. Se trataba del inicio de la clasificación taxonómica de los microorganismos. En 1840 el anatomopatólogo alemán Friedrich Henle propuso unos criterios para demostrar que los microorganismos eran responsables de la aparición de enfermedades en el ser humano (la denominada «teoría de los gérmenes» de las enfermedades). En las décadas de 1870 y 1880 Robert Koch y Louis Pasteur confirmaron esta teoría mediante una serie de elegantes experimentos en los que demostraron que los microorganismos eran responsables de la aparición del carbunco, la rabia, la peste, el cólera y la tuberculosis. Más adelante, otros brillantes científicos confirmaron que una amplia variedad de microorganismos producían otras enfermedades humanas. La era de la quimioterapia comenzó en 1910, cuando el químico alemán Paul Ehrlich descubrió el primer compuesto antibacteriano, un compuesto que resultó efectivo contra la espiroqueta causante de la sífilis. En los años posteriores se asistió al descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928, de la sulfanilamida por Gerhard Domagk en 1935 y de la estreptomicina por Selman Waksman en 1943. En 1946 el microbiólogo estadounidense John Enders fue el primero en cultivar virus en cultivos celulares, proporcionando así un medio para la producción a gran escala de cultivos víricos para el desarrollo de vacunas. Los primeros pasos de estos innovadores investigadores se han seguido por miles de científicos que, trabajando con los fundamentos establecidos por sus predecesores, han añadido cada vez más datos para ampliar los conocimientos sobre los microorganismos y el papel que ejercen en la aparición de las enfermedades.
 
El mundo descubierto por Van Leeuwenhoek era complejo y estaba formado por protozoos y bacterias de todas las formas y tamaños. Sin embargo, la complejidad de la microbiología médica actual desafía los límites de la imaginación. Así, en la actualidad se sabe que existen miles de diferentes tipos de microorganismos que viven en el interior, en la superficie o alrededor del ser humano y, asimismo, pueden contarse por centenares los que son capaces de provocar en él enfermedades graves. Para entender esta información y organizarla de una forma útil, es importante conocer algunos de los aspectos básicos de la microbiología médica. En principio, los microorganismos pueden subdividirse en cuatro grupos: virus, bacterias, hongos y parásitos (dotado cada uno de ellos de su propia complejidad).
 

Virus

Los virus son las partículas infecciosas de menor tamaño, con un diámetro que oscila desde los 18 hasta los 600 nm (la mayor parte de los virus tiene un tamaño inferior a 200 nm y no puede visualizarse mediante el microscopio óptico) (v. cap. 44). Los virus contienen típicamente ácido desoxirribonucleico (ADN) o ácido ribonucleico (ARN), pero no ambos; sin embargo, algunas partículas similares a los virus no contienen ningún ácido nucleico detectable (p. ej., priones; v. cap. 64), mientras que los recientemente descritos Mimivirus contienen ADN y ARN al mismo tiempo. Los ácidos nucleicos víricos necesarios para la replicación están envueltos en una cubierta de proteínas, con o sin una cubierta de membrana lipídica. Los virus son parásitos verdaderos, que necesitan de las células del huésped para su replicación. Las células a las que infectan y la respuesta del hospedador ante la infección condicionan la naturaleza de las manifestaciones clínicas. Se han descrito más de 2.000 especies de virus, de las que unas 650 infectan a las personas y los animales. La infección puede ocasionar una replicación rápida y la destrucción celular, o dar lugar a una relación crónica latente en la que puede ocurrir que la información genética del virus se integre en el genoma del hospedador. Se conocen tan sólo parcialmente los factores que determinan estas posibles opciones. Por ejemplo, la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), agente etiológico del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), puede provocar una infección latente de los linfocitos CD4 o una replicación activa con destrucción de estas células de gran importancia para el sistema inmunitario. Asimismo, la infección puede propagarse a otras células susceptibles (p. ej., las células microgliales del cerebro), lo que ocasiona la aparición de las manifestaciones neurológicas del SIDA. El virus determina la enfermedad, que puede variar desde un resfriado común y episodios de gastroenteritis hasta cuadros clínicos mortales como la rabia, la enfermedad de Ébola, la viruela y el SIDA.
 



Bacterias

Las bacterias poseen una estructura relativamente simple. Son microorganismos procariotas, es decir, unos microorganismos unicelulares sencillos, sin membrana nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi ni retículo endoplasmático que se reproducen por división asexual. La pared celular que rodea a las bacterias es compleja, y existen dos formas básicas: una pared celular grampositiva con una gruesa capa de peptidoglucano y una pared celular gramnegativa con una delgada capa de peptidoglucano, así como una membrana externa (en el cap. 12 se describe en mayor medida esta estructura). Algunas bacterias carecen de pared celular y compensan su ausencia sobreviviendo tan sólo en el interior de células del hospedador o en un ambiente hipertónico. Para realizar una clasificación preliminar de las bacterias se utiliza su tamaño (de 1 a 20 μm o más), forma (esferas, bastoncillos, espirales) y disposición espacial (células aisladas, en cadenas, formando cúmulos), mientras que su clasificación definitiva se refiere a sus propiedades fenotípicas y genotípicas. El organismo humano está habitado por miles de especies bacterianas distintas; mientras algunas mantienen una relación parasitaria temporal, otras habitan en el ser humano de manera permanente. También se encuentran bacterias en el ambiente, como el aire que se respira, el agua que se bebe y los alimentos que se comen; aunque muchas de ellas son relativamente avirulentas, otras son capaces de provocar enfermedades potencialmente mortales. La enfermedad puede deberse a los efectos tóxicos de los productos bacterianos (toxinas) o bien a la invasión de regiones corporales que acostumbran a ser estériles.
 



Hongos

A diferencia de las bacterias, la estructura celular de los hongos es más compleja. Son microorganismos eucariotas que poseen un núcleo bien definido, mitocondrias, aparato de Golgi y retículo endoplasmático (v. cap. 65). Los hongos pueden existir en una forma unicelular (levadura) capaz de replicarse de manera asexual, o en una forma filamentosa (moho), capaz de replicarse de manera tanto asexual como sexual. La mayor parte de los hongos existen en forma de levadura o bien en forma de moho. Sin embargo, algunos de ellos pueden adoptar ambas morfologías; se trata de los llamados hongos dimórficos, como Histoplasma, Blastomyces y Coccidioides.

 



Parásitos

Los parásitos son los microorganismos con mayor grado de complejidad. Aunque todos los parásitos se clasifican como eucariotas, algunos son unicelulares y otros son pluricelulares (v. cap. 76). Su tamaño oscila desde protozoos diminutos de tan sólo 1-2 μm de diámetro (el tamaño de muchas bacterias) hasta platelmintos que pueden llegar a los 10 metros de longitud y artrópodos (pulgas). De hecho, resulta difícil imaginar cómo pudieron clasificarse estos organismos como «microbios» teniendo en cuenta el tamaño de algunos de ellos. Su ciclo vital es, igualmente, complejo, de forma que algunos establecen una relación permanente con el ser humano y otros atraviesan un conjunto de etapas de desarrollo en una serie de huéspedes animales. Una de las dificultades a que deben enfrentarse los estudiantes es no sólo comprender el conjunto de enfermedades causadas por los parásitos, sino también conocer la epidemiología de estas infestaciones (la cual es fundamental para entender el modo de controlarlas y prevenirlas).
 



Inmunología

Es difícil analizar la microbiología humana sin discutir también las respuestas innatas e inmunitarias frente a los microorganismos. Nuestras respuestas innatas e inmunitarias evolucionaron para protegernos de las infecciones. Al mismo tiempo, los microorganismos que viven en nuestros cuerpos como flora normal o como microorganismos productores de enfermedades deben ser capaces de soportar o escapar a esas protecciones del huésped durante el tiempo suficiente como para poder establecer su nicho dentro de nuestros cuerpos o diseminarse a nuevos huéspedes. El daño periférico que se produce durante la guerra entre las protecciones del huésped y los invasores microbianos contribuye o puede ser la causa de los síntomas de la enfermedad. En último término, las respuestas innatas e inmunitarias son la mejor prevención y la mejor curación para las enfermedades microbianas.
 



Enfermedades microbianas

Uno de los motivos más importantes para el estudio de los microorganismos es conocer las enfermedades que provocan y el modo de controlarlas. Por desgracia, la relación entre muchos microorganismos y las enfermedades que producen no es sencilla. Concretamente, aunque los microorganismos rara vez provocan una enfermedad bien definida, existen algunos que sí lo hacen (p. ej., Clostridium tetani, agente causal del tétanos; virus Ébola, agente causal de la enfermedad de Ébola; género Plasmodium, agente causal del paludismo). En cambio, es más frecuente que un microorganismo dado origine la aparición de numerosas manifestaciones clínicas de enfermedad (p. ej., Staphylococcus aureus, agente causal de endocarditis, neumonía, infecciones de heridas e intoxicaciones alimentarias) o bien que varios microorganismos produzcan una misma enfermedad (p. ej., meningitis por virus, bacterias, hongos o parásitos). Asimismo, son relativamente pocos los microorganismos de los que puede decirse que siempre son patógenos (p. ej., virus de la rabia, Bacillus anthracis, Sporothrix schenckii, género Plasmodium). De hecho, la mayoría de los microorganismos tan sólo provoca enfermedad en unas condiciones bien definidas (p. ej., introducción de un microorganismo potencialmente patógeno en una localización normalmente estéril como el cerebro, el pulmón y la cavidad peritoneal). Algunas enfermedades aparecen cuando un individuo se expone a los microorganismos a través de fuentes externas. Se denominan infecciones exógenas, y engloban ejemplos como las enfermedades causadas por el virus de la gripe, Clostridium tetani, Neisseria gonorrhoeae, Coccidioides immitis y Entamoeba histolytica. Sin embargo, la mayor parte de las enfermedades del ser humano se deben a la infección por microorganismos presentes en su microflora que se diseminan a localizaciones del organismo en las que pueden producir enfermedad (infecciones endógenas).

 
La interacción entre un microorganismo y el ser humano es compleja. Puede producir una colonización transitoria, una relación simbiótica crónica o bien la aparición de una enfermedad. El resultado final de esta interacción se encuentra determinado por la virulencia del microorganismo, el lugar de la exposición y la capacidad de respuesta del hospedador. Por tanto, las manifestaciones clínicas de la enfermedad pueden variar desde síntomas leves hasta el fracaso multiorgánico y la muerte. El papel de la virulencia microbiana y la respuesta inmunitaria del hospedador se estudia con detalle en capítulos posteriores.
 
El organismo humano está muy adaptado a controlar la exposición a microorganismos patógenos. Distintas barreras físicas impiden la invasión por los microorganismos; las respuestas innatas reconocen patrones moleculares característicos de los componentes microbianos y activan los mecanismos de defensa local y las respuestas inmunitarias específicas que actúan contra el microorganismo con el propósito de eliminarlo. Lamentablemente, la respuesta inmunitaria es, con frecuencia, excesivamente tardía o lenta. Para mejorar la capacidad de prevención de la infección del organismo humano, se puede potenciar el sistema inmunitario mediante la transferencia pasiva de anticuerpos incluidos en preparaciones de inmunoglobulinas o mediante la vacunación con componentes microbianos (vacunas). Las infecciones también se pueden controlar mediante compuestos quimioterápicos diversos. No obstante, los microorganismos pueden mutar y compartir información genética, y los que no puedan ser reconocidos por la respuesta inmunitaria debido a la variación antigénica o que sean resistentes a los antibióticos se seleccionarán y perdurarán. En consecuencia, persiste la batalla por el control entre el microorganismo y el hospedador sin que ninguno de ellos haya podido proclamar aún la victoria (aunque los microorganismos han demostrado ser bastante más ingeniosos que los seres humanos). Es evidente que no hay ninguna «bala mágica» que haya erradicado las enfermedades infecciosas.
 



Diagnóstico microbiológico

El laboratorio de microbiología clínica desempeña un importante papel en el diagnóstico y el control de las enfermedades infecciosas. Sin embargo, la capacidad del laboratorio para realizar estas funciones se encuentra limitada por factores como la calidad de la muestra recogida en el paciente, el medio de transporte de la muestra al laboratorio y las técnicas utilizadas para demostrar la presencia del microorganismo. Puesto que la mayoría de las pruebas diagnósticas se basa en la capacidad de crecimiento del microorganismo, las condiciones del transporte han de asegurar su viabilidad. Asimismo, incluso los protocolos de recogida de muestras más sofisticados carecen de valor cuando la muestra recogida no es representativa del foco de la infección. Aunque esto parece obvio, muchas muestras remitidas a los laboratorios para su análisis se contaminan durante el proceso de recogida con microorganismos que colonizan las mucosas. Dado que la mayor parte de las infecciones se deben a microorganismos endógenos, es prácticamente imposible interpretar los resultados de las pruebas realizadas con muestras contaminadas.
 
Aunque el valor de estas pruebas es limitado, el laboratorio también puede determinar la actividad antimicrobiana de los fármacos quimioterápicos. El laboratorio tan sólo debe estudiar los microorganismos capaces de producir enfermedades y los fármacos antimicrobianos médicamente más significativos. La evaluación de todos los microorganismos aislados o una selección indiscriminada de fármacos puede dar lugar a resultados equívocos y a consecuencias potencialmente peligrosas. Por ello, puede ocurrir que un paciente reciba un tratamiento inapropiado basado en antibióticos innecesarios y, además, que no se identifique al verdadero microorganismo patógeno en el amplio abanico de microorganismos aislados y estudiados. Finalmente, la determinación in vitro de la susceptibilidad de un microorganismo a diversos antibióticos tan sólo representa un aspecto más de una compleja situación. En la planificación del tratamiento de un paciente también se deben tener en cuenta la interacción huésped-parásito y aspectos como la virulencia del microorganismo, la zona de la infección y la capacidad de respuesta del paciente frente a los efectos de la infección.
 



Resumen

Es importante entender que los conocimientos sobre el mundo microbiano experimentan una evolución continua. Del mismo modo que los primeros microbiólogos basaron sus descubrimientos en los principios establecidos por sus predecesores, nosotros (y las futuras generaciones) continuaremos descubriendo nuevos microorganismos, nuevas enfermedades y nuevos tratamientos. Los capítulos que siguen pretenden proporcionar los fundamentos básicos para ampliar los conocimientos sobre los microorganismos y las enfermedades que provocan.
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Flora microbiana comensal y patógena en el ser humano




La microbiología médica se centra en el estudio de las interacciones existentes entre los animales (principalmente el ser humano) y los microorganismos como las bacterias, los virus, los hongos y los parásitos. Aunque su principal interés radica en las enfermedades causadas por estas interacciones, también debe tenerse en cuenta que los microorganismos desempeñan un papel significativo en la supervivencia del ser humano. La población comensal normal de microorganismos participa en la metabolización de los productos alimentarios, proporciona factores esenciales para el crecimiento, protege frente a las infecciones provocadas por gérmenes de alta virulencia y estimula la respuesta inmunitaria. En ausencia de estos microorganismos, la vida tal como la conocemos sería del todo imposible.
 
La flora microbiana presente tanto en la superficie como en el interior del organismo humano se encuentra en un continuo estado de flujo determinado por factores diversos como la edad, la dieta, el estado hormonal, el estado de salud y la higiene personal. Mientras que el feto humano se desarrolla en un ambiente estéril y protegido, el recién nacido se ve expuesto a microorganismos procedentes tanto de la madre como del medio ambiente. Lo primero que colonizan los microorganismos es la piel del lactante, seguida de la bucofaringe, el aparato digestivo y otras mucosas. Asimismo, esta población de microorganismos experimenta cambios continuos durante toda la vida de una persona. Los cambios del estado de salud también pueden alterar de forma espectacular el delicado equilibrio que existe entre el ser humano y los microorganismos heterogéneos que subsisten en su interior. Por ejemplo, la hospitalización de un paciente puede hacer que microorganismos normalmente no virulentos de la bucofaringe sean sustituidos por bacilos gramnegativos (p. ej., Klebsiella, Pseudomonas) que invaden los pulmones y producen la aparición de una neumonía. De igual modo, la proliferación de Clostridium difficile en el aparato digestivo se encuentra controlada por las bacterias presentes en el intestino. Sin embargo, en presencia de antibióticos se elimina esta microflora indígena y C. difficile es capaz de proliferar y producir diarrea y colitis.
 
La exposición de una persona a un microorganismo puede ocasionar uno de estos tres resultados. El microorganismo puede: 1) colonizar a la persona de forma transitoria; 2) colonizarla de forma permanente, o 3) provocar una enfermedad. Es importante diferenciar entre colonización y enfermedad. (Nota: Muchas personas utilizan de manera inapropiada el término infección como sinónimo de ambos.) Los microorganismos que colonizan al ser humano (sea durante un breve período de tiempo, como horas o días [transitorio], o de forma permanente) no alteran las funciones normales del organismo. En cambio, la enfermedad aparece cuando la interacción entre el microorganismo y el ser humano ocasiona un proceso anatomopatológico que provoca daños en el huésped humano. Este proceso puede tener su origen en factores microbianos (p. ej., daño orgánico causado por la proliferación del microorganismo o la producción de toxinas o enzimas citotóxicas) o bien en la respuesta inmunitaria del organismo huésped frente a la infección (p. ej., la alteración anatomopatológica de las infecciones por el coronavirus responsable del síndrome respiratorio agudo grave [SRAG] se debe fundamentalmente a la respuesta inmunitaria del paciente contra el virus).
 
La comprensión de la microbiología médica exige conocer no sólo las diferentes clases de microorganismos existentes, sino también su predisposición a causar enfermedades. Unas pocas infecciones se deben a patógenos estrictos (es decir, microorganismos que se asocian siempre a enfermedad en el ser humano). Algunos ejemplos de patógenos estrictos y la enfermedad que provocan son Mycobacterium tuberculosis (tuberculosis), Neisseria gonorrhoeae (gonorrea), Francisella tularensis (tularemia), género Plasmodium (paludismo) y el virus de la rabia (rabia). Sin embargo, la mayoría de las infecciones se deben a patógenos oportunistas, es decir, unos microorganismos que forman parte de la microflora normal del paciente (p. ej., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans). En condiciones normales estos microorganismos no producen enfermedad, pero sí la provocan cuando son introducidos en localizaciones no protegidas (p. ej., el torrente sanguíneo o los tejidos). Los factores específicos responsables de la virulencia de los patógenos estrictos y oportunistas se estudian en capítulos posteriores. Cuando el sistema inmunitario del paciente es defectuoso, el sujeto es más vulnerable a la enfermedad producida por patógenos oportunistas.
 
La población microbiana que coloniza el ser humano es numerosa y diversa. Nuestros conocimientos actuales sobre la composición de esta población se basan en métodos de cultivo exhaustivos; sin embargo, se estima que sólo un pequeño porcentaje de los microbios se pueden cultivar. Para comprender mejor la población microbiana se ha iniciado un proyecto a gran escala, llamado Human Microbiome Project (HMP, proyecto microbioma humano), para caracterizar de forma exhaustiva los microbios humanos y analizar su implicación en la salud y la enfermedad humana. Actualmente se están analizando de forma sistemática con técnicas genómicas la piel y todas las mucosas corporales. La fase inicial de este estudio finalizó en 2012, y es evidente que el microbioma humano es complejo, está formado por muchos microorganismos que no se reconocían previamente, y experimenta cambios dinámicos en la enfermedad. Si se desea la información más actual sobre este estudio, se debería consultar la página de internet del proyecto HMP en http://nihroadmap.nih.gov/hmp/. Para esta edición de Microbiología médica, la información que se incluye en este capítulo se basa en los datos obtenidos de cultivos sistemáticos, pero asumimos que gran parte de nuestros conocimientos actuales pueden ser muy distintos de lo que podemos llegar a conocer en los próximos 5 años.
 

Cabeza y aparato respiratorio

Boca, orofaringe y nasofaringe


Las vías respiratorias superiores están colonizadas por numerosos microorganismos y existen entre 10 y 100 bacterias anaerobias por cada bacteria aerobia (cuadro 2-1). Las bacterias anaerobias más frecuentes pertenecen al género Peptostreptococcus y a otros cocos anaerobios relacionados, Veillonella, Actinomyces y Fusobacterium. Las bacterias aerobias más frecuentes se incluyen en los géneros Streptococcus, Haemophilus y Neisseria. La proporción relativa de estos microorganismos varía según las diferentes localizaciones anatómicas; por ejemplo, la flora microbiana presente en la superficie de un diente es muy distinta de la flora salival o de la existente en los espacios subgingivales. La mayor parte de los microorganismos comunes en las vías respiratorias superiores son relativamente avirulentos y, a no ser que sean introducidos en localizaciones normalmente estériles (p. ej., senos paranasales, oído medio, cerebro), pocas veces se asocian a enfermedad. Sin embargo, también pueden aparecer microorganismos potencialmente patógenos en las vías respiratorias superiores, como Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, S. aureus, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis y Enterobacteriaceae. El aislamiento de estos microorganismos en muestras de las vías respiratorias superiores no define su patogenicidad (recuérdese el concepto de colonización frente al de enfermedad). Su participación en un proceso patológico se debe demostrar por exclusión de otros patógenos. Por ejemplo, a excepción de S. pyogenes, estos microorganismos rara vez ocasionan faringitis (aunque pueden ser aislados de pacientes aquejados de esta entidad). Algunos microorganismos asociados con frecuencia a infecciones sinusales son S. pneumoniae, S. aureus, H. influenzae y M. catarrhalis.

 

 



Cuadro 2-1    Microorganismos que colonizan con más frecuencia el aparato respiratorio superior  
 
Bacterias



Acinetobacter

Actinobacillus

Actinomyces

Cardiobacterium

Corynebacterium

Eikenella

Enterobacteriaceae

Eubacterium

Fusobacterium

Haemophilus

Kingella

Moraxella

Mycoplasma

Neisseria

Peptostreptococcus

Porphyromonas

Prevotella

Propionibacterium

Staphylococcus

Streptococcus

Stomatococcus

Treponema

Veillonella
 
Hongos



Candida
 
Parásitos



Entamoeba

Trichomonas
 
 


Oído

El microorganismo que coloniza más a menudo el oído externo es Staphylococcus coagulasa-negativo. En esta localización se han aislado también otros microorganismos que colonizan la piel, así como patógenos potenciales como S. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y especies de la familia Enterobacteriaceae.
 

Ojo

La superficie ocular está colonizada por estafilococos negativos para coagulasa, así como por microorganismos poco frecuentes que se asocian a la nasofaringe (p. ej., géneros Haemophilus y Neisseria, Streptococcus viridans). La enfermedad se relaciona habitualmente con S. pneumoniae, S. aureus, H. influenzae, N. gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, P. aeruginosa y Bacillus cereus.

 

Vías respiratorias inferiores

La laringe, la tráquea, los bronquiolos y las vías respiratorias inferiores suelen ser estériles, aunque puede tener lugar una colonización transitoria por secreciones de las vías respiratorias superiores. Por regla general la enfermedad aguda de las vías respiratorias inferiores se debe a bacterias orales más virulentas (como S. pneumoniae, S. aureus y especies de la familia Enterobacteriaceae como Klebsiella). La aspiración crónica puede ocasionar una enfermedad polimicrobiana en la que predominan los microorganismos anaerobios, en especial Peptostreptococcus, cocos anaerobios relacionados y bacilos anaerobios gramnegativos. Algunos hongos como C. albicans son una causa infrecuente de enfermedad en las vías respiratorias inferiores, aunque se debe demostrar la invasión tisular por estos microorganismos para excluir una colonización simple. Por el contrario, la presencia de hongos dimórficos (p. ej., Histoplasma, Coccidioides y género Blastomyces) tiene capacidad diagnóstica debido a que en esta localización nunca se registra una colonización por estos microorganismos.
 




Tubo digestivo

El tubo digestivo se encuentra colonizado por microorganismos ya desde el nacimiento, y sigue albergando una variada población de microbios durante toda la existencia del organismo huésped (cuadro 2-2). Aunque la ingestión de alimentos y agua supone cada día una oportunidad de colonización por nuevos microorganismos, la población microbiana permanece relativamente estable a no ser que se altere el equilibrio de la microflora como consecuencia de factores exógenos, como un tratamiento antibiótico.
 

 



Cuadro 2-2    Microorganismos que colonizan con más frecuencia el tubo digestivo  
 
Bacterias



Acinetobacter

Actinomyces

Bacteroides

Bifidobacterium

Campylobacter

Clostridium

Corynebacterium

Enterobacteriaceae

Enterococcus

Eubacterium

Fusobacterium

Haemophilus

Helicobacter

Lactobacillus

Mobiluncus

Peptostreptococcus

Porphyromonas

Prevotella

Propionibacterium

Pseudomonas

Staphylococcus

Streptococcus

Veillonella
 
Hongos



Candida
 
Parásitos



Blastocystis

Chilomastix

Endolimax

Entamoeba

Iodamoeba

Trichomonas
 
 

Esófago

Se pueden aislar levaduras y bacterias orofaríngeas, así como bacterias que colonizan el estómago, a partir de muestras del esófago. Sin embargo, aparentemente la mayoría de estos microorganismos son colonizadores temporales que no se establecen de forma permanente en esta localización. Las bacterias rara vez causan enfermedad en el esófago (esofagitis); la mayor parte de las infecciones son debidas al género Candida y a virus como el virus del herpes simple o el citomegalovirus.
 

Estómago

Puesto que el estómago contiene ácido clorhídrico y pepsinógeno (secretados por las células parietales y principales que tapizan la mucosa gástrica), los únicos microorganismos presentes son un pequeño número de bacterias con tolerancia a los ácidos, como las bacterias productoras de ácido láctico (géneros Lactobacillus y Streptococcus) y Helicobacter pylori. H. pylori es un agente etiológico de gastritis y enfermedad ulcerosa. La población microbiana puede sufrir unas notables modificaciones tanto en número como en diversidad en los pacientes tratados con fármacos que neutralizan o disminuyen la producción de ácidos gástricos.
 

Intestino delgado

En contraste con la porción anterior del aparato digestivo, el intestino delgado está colonizado por numerosas bacterias, hongos y parásitos. La mayoría de estos microorganismos son anaerobios, como Peptostreptococcus, Porphyromonas y Prevotella. Aunque algunos microorganismos que causan a menudo gastroenteritis (como Salmonella y género Campylobacter) pueden subsistir como residentes asintomáticos a bajas concentraciones, su identificación en el laboratorio habitualmente se asocia a enfermedad. En casos de obstrucción intestinal, como tras una intervención quirúrgica abdominal, puede aparecer un trastorno denominado síndrome del asa ciega. En estos pacientes, la ectasia del contenido intestinal origina la colonización y la proliferación de los microorganismos que se encuentran normalmente en el intestino grueso, con la consiguiente aparición de un síndrome de malabsorción.
 

Intestino grueso

El intestino grueso contiene un número más elevado de microorganismos que cualquier otra localización corporal en el ser humano. Se estima que en las heces pueden existir más de 1011 bacterias por gramo y las bacterias anaerobias serían 1.000 veces más frecuentes que las aerobias. Asimismo, en el intestino grueso también pueden residir diversas levaduras y parásitos no patógenos. Las bacterias más frecuentes pertenecen a Bifidobacterium, Eubacterium, Bacteroides, Enterococcus y la familia Enterobacteriaceae. E. coli se halla en prácticamente todos los seres humanos desde su nacimiento hasta su muerte. Aunque este microorganismo representa una proporción inferior al 1% de la población microbiana intestinal, se considera la bacteria aerobia responsable con mayor frecuencia de las enfermedades intraabdominales. De modo semejante, aunque Bacteroides fragilis es un miembro poco destacado de la microflora intestinal, constituye el principal microorganismo anaerobio responsable de la aparición de enfermedades intraabdominales. Por el contrario, Eubacterium y Bifidobacterium son las bacterias que se encuentran más a menudo en el intestino grueso, pero rara vez causan enfermedad. Estos microorganismos carecen de los distintos factores de virulencia presentes en B. fragilis.

 
El tratamiento con antibióticos puede modificar rápidamente la población microbiana y provocar la proliferación de microorganismos resistentes a estos fármacos, como Enterococcus, Pseudomonas y hongos. C. difficile también prolifera con rapidez en esta situación y origina una patología que comprende desde la diarrea hasta la colitis seudomembranosa. Igualmente, la exposición a otros microorganismos patógenos intestinales, como Shigella, E. coli enterohemorrágica y Entamoeba histolytica, puede alterar la microflora del colon y ocasionar la aparición de enfermedades intestinales significativas.
 




Aparato genitourinario

En general, la porción anterior de la uretra y la vagina son las únicas localizaciones del aparato genitourinario que están colonizadas por microorganismos de manera permanente (cuadro 2-3). Aunque la vejiga urinaria puede ser colonizada de forma transitoria por bacterias que migran desde la uretra en dirección ascendente, estos microorganismos deben ser eliminados con rapidez por la actividad bactericida de las células uroepiteliales y la acción de arrastre de la orina expulsada. Las restantes estructuras del aparato urinario han de ser asimismo estériles (excepto en presencia de enfermedad o de una anomalía anatómica). De igual modo, el útero debe permanecer libre de microorganismos.
 

 



Cuadro 2-3    Microorganismos que colonizan con más frecuencia el aparato genitourinario  
 
Bacterias



Actinomyces

Bacteroides

Bifidobacterium

Clostridium

Corynebacterium

Enterobacteriaceae

Enterococcus

Eubacterium

Fusobacterium

Gardnerella

Haemophilus

Lactobacillus

Mobiluncus

Mycoplasma

Peptostreptococcus

Porphyromonas

Prevotella

Propionibacterium

Staphylococcus

Streptococcus

Treponema

Ureaplasma
 
Hongos



Candida
 
 

Uretra anterior

La población microbiana comensal de la uretra está formada por diversos microorganismos; los más numerosos de los cuales son los lactobacilos, los estreptococos y los estafilococos negativos para coagulasa. Estos microorganismos son relativamente avirulentos y rara vez se asocian a enfermedad en el ser humano. Por el contario, la uretra puede verse colonizada de forma transitoria por microorganismos fecales, como Enterococcus, miembros de la familia Enterobacteriaceae y Candida, todos los cuales son capaces de invadir el aparato genitourinario, multiplicarse en la orina y ocasionar enfermedades significativas. Los microorganismos patógenos, como N. gonorrhoeae y C. trachomatis, son una causa frecuente de uretritis y pueden persistir como colonizadores asintomáticos de la uretra. Independientemente de la presencia o ausencia de manifestaciones clínicas, el aislamiento de estos dos microorganismos en las muestras del paciente se debe considerar significativo.
 

Vagina

La población microbiana de la vagina es muy heterogénea y se ve influida en gran medida por diversos factores hormonales. Las recién nacidas están colonizadas ya por lactobacilos desde su nacimiento, los cuales predominan durante aproximadamente 6 semanas. Después de ese período, los valores de estrógenos maternos han disminuido y la flora vaginal se modifica e incluye estafilococos, estreptococos y miembros de la familia Enterobacteriaceae. Cuando en la pubertad se inicia la producción de estrógenos, se produce otro cambio de la flora microbiana. Los lactobacilos reaparecen como microorganismos predominantes y se aíslan también muchas otras bacterias, como estafilococos (S. aureus con una frecuencia menor que las especies coagulasa-negativas), estreptococos (incluido el estreptococo del grupo B), Enterococcus, Gardnerella, Mycoplasma, Ureaplasma, miembros de la familia Enterobacteriaceae y diversas bacterias anaerobias. N. gonorrhoeae constituye una causa frecuente de vaginitis. En ausencia de este microorganismo, se registra un número significativo de casos cuando se altera el equilibrio de la flora bacteriana vaginal, lo que ocasiona una disminución del número de lactobacilos y un aumento de Mobiluncus y Gardnerella. Trichomonas vaginalis, C. albicans y Candida glabrata constituyen, igualmente, agentes etiológicos destacados de vaginitis. Aunque se considera que el virus herpes simple y el virus del papiloma no forman parte de la flora normal del aparato genitourinario, pueden provocar infecciones persistentes.
 

Cuello uterino

A pesar de que el cuello uterino no suele estar colonizado por bacterias, N. gonorrhoeae y C. trachomatis son causas importantes de cervicitis. Actinomyces también puede provocar enfermedad en esta localización.
 





Piel

Aunque un gran número de microorganismos están en contacto con la superficie cutánea, este ambiente relativamente hostil no es favorable para la supervivencia de la mayoría de ellos (v. cuadro 2-4). Los microorganismos que se encuentran con mayor frecuencia en la superficie cutánea son bacterias grampositivas (p. ej., Staphylococcus coagulasa-negativo y, con menos frecuencia, S. aureus, corinebacterias y propionibacterias). Clostridium perfringens se aísla en la piel de aproximadamente el 20% de las personas sanas, y los hongos Candida y Malassezia también pueden localizarse sobre las superficies cutáneas, en especial en las localizaciones húmedas. Los estreptococos son capaces de colonizar la piel de forma transitoria, si bien los ácidos grasos volátiles producidos por las propionibacterias anaerobias resultan tóxicos para estos microorganismos. Los bacilos gramnegativos, con la excepción de Acinetobacter y algunos otros géneros menos frecuentes, generalmente no se cultivan de la piel humana. Se pensaba que el entorno era demasiado hostil para permitir la supervivencia de estos microorganismos; sin embargo, en el proyecto HMP se ha visto que los bacilos gramnegativos no cultivables pueden ser los microorganismos más frecuentes de la superficie cutánea.

 



Cuadro 2-4    Microorganismos que colonizan con más frecuencia la piel  
 
Bacterias



Acinetobacter

Aerococcus

Bacillus

Clostridium

Corynebacterium

Micrococcus

Peptostreptococcus

Propionibacterium

Staphylococcus

Streptococcus
 
Hongos



Candida

Malassezia
 
 









Preguntas


1. ¿Cuál es la diferencia entre colonización y enfermedad?

2. Enumere ejemplos de patógenos estrictos y patógenos oportunistas.

3. ¿Qué factores regulan las poblaciones microbianas de los microorganismos que colonizan el ser humano?



Respuestas 

1. El cuerpo humano tiene muchos microorganismos (bacterias, hongos, algunos parásitos) que forman la población comensal normal. Estos microorganismos viven en la superficie de la piel y de todas las membranas mucosas (desde la boca hasta el ano y el aparato genitourinario). Estas bacterias viven en las superficies y protegen a los seres humanos de la colonización por microorganismos muy virulentos. Estos microorganismos también estimulan una respuesta protectora y pueden ayudar a aportar factores de crecimiento esenciales. Si estos microorganismos se introducen en partes del cuerpo que normalmente son estériles, o si una persona está expuesta a microorganismos muy virulentos, entonces puede producirse una enfermedad. Por tanto, es importante distinguir entre colonización, que es un proceso natural e importante, y enfermedad.

2. Los patógenos estrictos son microorganismos que casi siempre se encuentran en una enfermedad. Algunos ejemplos de patógenos estrictos son Mycobacterium tuberculosis, Clostridium tetani, Neisseria gonorrhoeae, Francisella tularensis, Plasmodium falciparum y los virus de la rabia. La mayoría de las infecciones en seres humanos están producidas por patógenos oportunistas, es decir, microorganismos que pueden colonizar a los seres humanos sin datos de enfermedad, o que producen enfermedad cuando se introducen en tejidos que normalmente son estériles o en un paciente con un defecto de la inmunidad. Algunos ejemplos de patógenos oportunistas son Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans.

3. Los factores que determinan la población de microorganismos que colonizan a los seres humanos son complejos e incluyen la edad, la dieta, el estado hormonal, el estado de salud y la higiene personal.
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Esterilización, desinfección y antisepsia




Un aspecto importante del control de las infecciones es el conocimiento de los principios de la esterilización, la desinfección y la antisepsia (cuadro 3-1).

 



Cuadro 3-1    Definiciones  




Antisepsia: uso de productos químicos sobre la piel u otro tejido vivo para inhibir o eliminar los microorganismos; no está implicada ninguna acción esporicida


Desinfección: uso de procedimientos físicos o productos químicos para destruir la mayoría de los microorganismos; las esporas bacterianas y otros microorganismos relativamente resistentes (p. ej., micobacterias, virus y hongos) pueden mantener su viabilidad; los desinfectantes se dividen en productos de nivel alto, intermedio y bajo


Germicida: producto químico capaz de destruir microorganismos; pueden sobrevivir las esporas


Desinfectante de alto nivel: germicida que destruye todos los patógenos microbianos excepto grandes números de esporas bacterianas


Desinfectante de nivel intermedio: germicida que destruye todos los patógenos microbianos excepto las endosporas bacterianas


Desinfectante de bajo nivel: germicida que destruye la mayoría de las bacterias vegetativas y los virus con cubierta lipídica o de tamaño medio


Esporicida: germicida capaz de destruir esporas bacterianas


Esterilización: uso de procedimientos físicos o productos químicos para destruir todas las formas microbianas, incluidas las esporas bacterianas
 
 


Esterilización

La esterilización es la destrucción total de todos los microorganismos, incluyendo las formas más resistentes, como las esporas bacterianas, las micobacterias, los virus sin envoltura (no lipídicos) y los hongos. Esto se puede conseguir utilizando esterilizantes físicos, vapor de gas o esterilizantes químicos (tabla 3-1).

 

Tabla 3-1
 
Métodos de esterilización
 



	Método 	Concentración o nivel 
 

	
Esterilizantes físicos




	Vapor a presión 	121 °C o 132 °C durante intervalos de tiempo variables 
 
	Filtración 	Tamaño de poro de 0,22 a 0,45 μm; filtros HEPA 
 
	Radiación ultravioleta 	Exposición variable a luz de 254 nm de longitud de onda 
 
	Radiación ionizante 	Exposición variable a radiación gamma 
 
	Radiación de radiofrecuencia 	Exposición variable a microondas 
 	
Esterilizantes por vapor de gas




	Óxido de etileno 	450-1.200 mg/l a 29 °C a 65 °C durante 2-5 h 
 
	Vapor de formaldehído 	2-5% a 60 °C a 80 °C 
 
	Vapor de peróxido de hidrógeno 	30% a 55 °C a 60 °C 
 
	Gas de plasma 	Gas peróxido de hidrógeno muy ionizado 
 	
Esterilizantes químicos




	Ácido peracético 	0,2% 
 
	Glutaraldehído 	2% 
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HEPA, filtro de aire para partículas de elevada eficiencia.



Los esterilizantes físicos, como el vapor húmedo y seco, son los métodos de esterilización más utilizados en los hospitales y están indicados para la mayoría de los materiales, excepto aquellos que son sensibles al calor o están formados por productos químicos tóxicos volátiles. La filtración es útil para eliminar bacterias y hongos del aire (con filtros de aire para partículas de alta eficiencia [HEPA]) o de diversas soluciones. Sin embargo, estos filtros no pueden eliminar los virus y algunas bacterias pequeñas. También se utiliza con frecuencia la radiación ultravioleta, las radiaciones ionizantes (p. ej., radiación gamma) y las microondas. La limitación de la radiación ultravioleta es que es necesaria una exposición directa.
 
El óxido de etileno es un esterilizante mediante vapor de gas de uso habitual. Aunque es muy eficiente, hay regulaciones estrictas que limitan su uso porque el óxido de etileno es inflamable, explosivo y carcinógeno para los animales de laboratorio. La esterilización con gas formaldehído también está limitada porque el producto químico es carcinógeno. Su uso está restringido principalmente a la esterilización de los filtros HEPA. Los vapores de peróxido de hidrógeno son esterilizantes eficaces debido a la naturaleza oxidante del gas. Este esterilizante se utiliza para la esterilización de instrumentos. Una variación es la esterilización con gas de plasma, en la que se vaporiza peróxido de hidrógeno y después se producen radicales libres reactivos con energía de frecuencia de microondas o de radiofrecuencia. Como es un método de esterilización eficiente que no produce derivados tóxicos, la esterilización con gas de plasma ha reemplazado al óxido de etileno en muchas aplicaciones. Sin embargo, no se puede utilizar con materiales que absorben peróxido de hidrógeno o que reaccionan con el mismo.
 
También se han utilizado dos esterilizantes químicos: ácido peracético y glutaraldehído. El ácido peracético, un oxidante, tiene una actividad excelente, y los productos finales (es decir, ácido acético y oxígeno) no son tóxicos. Por el contrario, la seguridad es un problema con el glutaraldehído, y se debe tener cuidado cuando se manipule este producto químico.
 



Desinfección

Los microorganismos también se destruyen mediante procedimientos de desinfección, aunque pueden sobrevivir los microorganismos más resistentes. Lamentablemente, los términos desinfección y esterilización habitualmente se utilizan de manera indistinta, lo que puede generar cierta confusión. Esto se debe a que los procesos de desinfección se han categorizado como de alto nivel, nivel intermedio y bajo nivel. La desinfección de alto nivel generalmente puede tener una eficacia próxima a la de la esterilización, mientras que formas de esporas pueden sobrevivir a la desinfección de nivel intermedio, y muchos microorganismos pueden seguir siendo viables cuando se los expone a una desinfección de bajo nivel.
 
Incluso la clasificación de los desinfectantes (tabla 3-2) por su nivel de actividad es confusa. La eficacia de estos procedimientos depende de la naturaleza del objeto que hay que desinfectar, del número y de la resistencia de los microorganismos contaminantes, de la cantidad de material orgánico presente (se puede inactivar el desinfectante), del tipo y la concentración del desinfectante, y de la duración y la temperatura de la exposición.
 

Tabla 3-2
 
Métodos de desinfección
 



	Método 	Concentración (nivel de actividad) 
 

	
Calor




	Calor húmedo 	75 °C a 100 °C durante 30 minutos (elevada) 
 	
Líquido




	Glutaraldehído 	2-3,5% (elevada) 
 
	Peróxido de hidrógeno 	3-25% (elevada) 
 
	Formaldehído 	3-8% (elevada/intermedia) 
 
	Dióxido de cloro 	Variable (elevada) 
 
	Ácido peracético 	Variable (elevada) 
 
	Compuestos de cloro 	100-1.000 ppm de cloro libre (elevada) 
 
	Alcohol (etílico, isopropílico) 	70-95% (intermedia) 
 
	Compuestos fenólicos 	0,4-5,0% (intermedia/baja) 
 
	Compuestos yodóforos 	30-50 ppm de yodo libre/l (intermedia) 
 
	Compuestos de amonio cuaternario 	0,4-1,6% (baja) 
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Los desinfectantes de alto nivel se utilizan para objetos que se utilizan en procedimientos invasivos y que no pueden soportar procedimientos de esterilización (p. ej., determinados tipos de endoscopios e instrumentos quirúrgicos con plástico u otros componentes que no se pueden esterilizar en autoclave). La desinfección de estos objetos y de otros similares es más eficaz cuando, antes del tratamiento, se limpia la superficie para eliminar materia orgánica. Los ejemplos desinfectantes de alto nivel incluyen el tratamiento con calor húmedo y el uso de líquidos como glutaraldehído, peróxido de hidrógeno, ácido peracético y compuestos de cloro.
 
Los desinfectantes de nivel intermedio (p. ej., alcoholes, compuestos con yodóforos, compuestos fenólicos) se utilizan para limpiar superficies e instrumentos en los que es poco probable la contaminación por esporas bacterianas y otros microorganismos muy resistentes. Se considera que son instrumentos y dispositivos semicríticos, entre los que están los endoscopios flexibles de fibra óptica, los laringoscopios, los espéculos vaginales, los circuitos para respiradores para anestesia y otros objetos.
 
Los desinfectantes de bajo nivel (p. ej., compuestos de amonio cuaternario) se utilizan para tratar instrumentos y dispositivos no críticos, como los manguitos de presión arterial, los electrodos de electrocardiograma y los estetoscopios. Aunque estos instrumentos entran en contacto con los pacientes, no penetran en las superficies mucosas ni en tejidos estériles.
 
El nivel de los desinfectantes utilizados para las superficies ambientales está determinado por el riesgo relativo que plantean estas superficies como reservorio de microorganismos patógenos. Por ejemplo, debe utilizarse un nivel desinfectante mayor para limpiar la superficie de instrumentos contaminados con sangre que para limpiar superficies que están «sucias», como suelos, fregaderos y encimeras. La excepción a esta regla es si una superficie particular ha estado implicada en una infección nosocomial, como un cuarto de baño contaminado por Clostridium difficile (bacteria anaerobia formadora de esporas) o un fregadero contaminado por Pseudomonas aeruginosa. En estos casos se debe seleccionar un desinfectante con una actividad adecuada frente al patógeno implicado.
 



Antisepsia

Los antisépticos (tabla 3-3) se utilizan para reducir el número de microorganismos en las superficies cutáneas. Estos compuestos se seleccionan en base a su seguridad y su eficacia. En la tabla 3-4 se presenta un resumen de sus propiedades germicidas. Los alcoholes tienen una actividad excelente frente a todos los grupos de microorganismos excepto las esporas, y no son tóxicos, aunque tienden a resecar la superficie cutánea porque eliminan lípidos. Tampoco tienen actividad residual y son inactivados por la materia orgánica. Por tanto, se debe limpiar la superficie de la piel antes de aplicar un alcohol. Los yodóforos también son antisépticos cutáneos excelentes, y tienen un espectro de actividad similar al de los alcoholes. Son ligeramente más tóxicos para la piel que el alcohol, tienen una actividad residual escasa y son inactivados por la materia orgánica. Los yodóforos y los compuestos de yodo se utilizan con frecuencia con alcoholes para desinfectar la superficie cutánea. La clorhexidina tiene una actividad antimicrobiana extensa, aunque destruye microorganismos a una velocidad mucho menor que el alcohol. Su actividad persiste, aunque la materia orgánica y los niveles de pH elevados reducen su eficacia. La actividad del paraclorometaxilenol (PCMX) se limita principalmente a bacterias grampositivas. Como no es tóxico y tiene actividad residual, se ha utilizado en productos para el lavado de manos. El triclosán es activo frente a bacterias pero no frente a otros muchos microorganismos. Es un antiséptico de uso habitual en jabones desodorantes y algunos dentífricos.
 

Tabla 3-3
 
Antisépticos
 


	Antiséptico 	Concentración 
 


	Alcohol (etílico, isopropílico) 	70-90% 
 
	Yodóforos 	1-2 mg de yodo libre/l; 1-2% de yodo disponible 
 
	Clorhexidina 	0,5-4,0% 
 
	Paraclorometaxilenol 	0,50-3,75% 
 
	Triclosán 	0,3-2,0% 
  




Tabla 3-4
 
Propiedades espermicidas de desinfectantes y antisépticos
 



	Productos 	Bacterias 	Micobacterias 	Esporas bacterianas 	Hongos 	Virus 
 

	
Desinfectantes




	Alcohol 	+ 	+ 	− 	+ 	+/− 
 
	Peróxido de hidrógeno 	+ 	+ 	+/− 	+ 	+ 
 
	Formaldehído 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 
 
	Fenólicos 	+ 	+ 	− 	+ 	+/− 
 
	Cloro 	+ 	+ 	+/− 	+ 	+ 
 
	Yodóforos 	+ 	+/− 	− 	+ 	+ 
 
	Glutaraldehído 	+ 	+ 	+ 	+ 	+ 
 
	Compuestos de amonio cuaternario 	+/− 	− 	− 	+/− 	+/− 
 	
Antisépticos




	Alcohol 	+ 	+ 	− 	+ 	+ 
 
	Yodóforos 	+ 	+ 	− 	+ 	+ 
 
	Clorhexidina 	+ 	+ 	− 	+ 	+ 
 
	Paraclorometaxilenol 	+/− 	+/− 	− 	+ 	+/− 
 
	Triclosán 	+ 	+/− 	− 	+/− 	+ 
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Mecanismos de acción

La siguiente sección revisa brevemente los mecanismos mediante los cuales actúan los esterilizantes, desinfectantes y antisépticos más habituales.
 
Calor húmedo

Los intentos de esterilizar objetos con agua hirviendo son ineficaces porque sólo se puede mantener una temperatura relativamente baja (100 °C). De hecho, habitualmente se demuestra la formación de esporas por una bacteria si se hierve una solución de microorganismos y después se subcultiva la solución. El hervido de los microorganismos vegetativos los destruye, aunque las esporas siguen siendo viables. Por el contrario, el vapor a presión en un autoclave es una forma muy eficaz de esterilización; la mayor temperatura produce desnaturalización de las proteínas microbianas. La velocidad de destrucción de los microorganismos durante el proceso de la esterilización en autoclave es rápida, aunque depende de la temperatura y la duración del proceso, del tamaño del autoclave, del flujo de vapor, de la densidad y el tamaño de la carga, y de la colocación de la carga en la cámara. Se debe tener cuidado de evitar crear bolsas de aire, que impiden la penetración del vapor en la carga. En general la mayoría de los autoclaves funcionan a 121 °C a 132 °C durante 15 minutos o más. La inclusión de preparados comerciales de esporas de Bacillus stearothermophilus puede ayudar a monitorizar la eficacia de la esterilización. Se coloca una ampolla de estas esporas en el centro de la carga, se extrae al final del proceso de la desinfección en el autoclave, y se incuba a 37 °C. Si el procedimiento de esterilización ha sido eficaz, las esporas se destruyen y los microorganismos no crecen.
 

Óxido de etileno

El óxido de etileno es un gas incoloro (soluble en agua y en disolventes orgánicos habituales) que se utiliza para esterilizar objetos termosensibles. El proceso de esterilización es relativamente lento y depende de la concentración del gas, de la humedad relativa y del contenido de humedad del objeto que se va a esterilizar, del tiempo de exposición y de la temperatura. El tiempo de exposición se reduce un 50% por cada aumento al doble de la concentración de óxido de etileno. De igual manera, la actividad del óxido de etileno aumenta aproximadamente el doble con cada aumento de la temperatura de 10 °C. La esterilización con óxido de etileno es óptima en una humedad relativa de aproximadamente el 30%, con una reducción de la actividad con una humedad mayor o menor. Esto es particularmente problemático si los microorganismos contaminados se han secado en una superficie o se han liofilizado. El óxido de etileno ejerce su actividad esporicida mediante la alquilación de los grupos hidroxilo, carboxilo, amino y sulfhidrilo terminales. Este proceso bloquea los grupos reactivos necesarios para muchos procesos metabólicos esenciales. Los ejemplos de otros gases alquilantes utilizados como esterilizantes son el formaldehído y la β-propiolactona. Como el óxido de etileno puede lesionar tejidos viables, se debe disipar el gas antes de que se pueda utilizar el objeto. Este período de aireación es generalmente de 16 horas o mayor. La eficacia de la esterilización se monitoriza con el análisis de las esporas de Bacillus subtilis.

 

Aldehídos

Igual que el óxido de etileno, los aldehídos ejercen su efecto mediante alquilación. Los dos aldehídos mejor conocidos son el formaldehído y el glutaraldehído, productos ambos que se pueden utilizar como esterilizantes o como desinfectantes de alto nivel. El gas formaldehído se puede disolver en agua (creándose una solución denominada formalina) a una concentración final del 37%. A la formalina se le añaden estabilizadores como el metanol. Las concentraciones bajas de formalina son bacteriostáticas (es decir, inhiben los microorganismos pero no los destruyen), mientras que concentraciones mayores (p. ej., del 20%) pueden destruir todos los microorganismos. La combinación de formaldehído con alcohol (p. ej., formalina al 20% en alcohol al 70%) puede incrementar esta actividad microbicida. La exposición de la piel o de las membranas mucosas al formaldehído puede ser tóxica. El glutaraldehído es menos tóxico para los tejidos viables, aunque puede producir quemaduras en la piel o en las membranas mucosas. El glutaraldehído es más activo a niveles de pH alcalinos (es «activado» por el hidróxido de sodio), aunque es menos estable. El glutaraldehído también es inactivado por la materia orgánica; por tanto, se deben limpiar primero los objetos que se van a tratar.
 

Oxidantes

Los ejemplos de oxidantes incluyen ozono, ácido peracético y peróxido de hidrógeno, que es el más utilizado de estos productos. El peróxido de hidrógeno destruye de manera eficaz la mayoría de las bacterias a una concentración del 3% al 6% y destruye todos los organismos, incluyendo las esporas, a concentraciones mayores (del 10% al 25%). La forma oxidante activa no es el peróxido de hidrógeno, sino el radical hidroxilo libre que se forma por la descomposición del peróxido de hidrógeno. El peróxido de hidrógeno se utiliza para desinfectar implantes de plástico, lentes de contacto y prótesis quirúrgicas.
 

Halógenos

Los halógenos, como los compuestos que tienen cloro o yodo, se utilizan mucho como desinfectantes. Los compuestos de yodo son los halógenos más eficaces de que se dispone para la desinfección. El yodo es un elemento muy reactivo que precipita las proteínas y oxida enzimas esenciales. Es microbicida frente a prácticamente todos los microorganismos, incluyendo las bacterias formadoras de esporas y las micobacterias. Ni la concentración ni el pH de la solución de yodo afectan a la actividad microbicida, aunque la eficiencia de las soluciones de yodo aumenta en soluciones ácidas porque se libera más yodo libre. El yodo actúa más rápidamente que otros compuestos halógenos y que los compuestos de amonio cuaternario. Sin embargo, la actividad del yodo puede estar reducida cuando hay algunos compuestos orgánicos e inorgánicos, como suero, heces, líquido ascítico, esputo, orina, tiosulfato sódico y amoniaco. El yodo elemental se puede disolver en yoduro potásico acuoso o en alcohol, o puede formar complejos con un vehículo. Este último compuesto se denomina yodóforo (yodo, «yodo»; foro, «portador»). La povidona yodada (yodo formando complejos con polivinilpirrolidona) es el producto que más se utiliza, y es relativamente estable y no tóxica para los tejidos y las superficies metálicas, aunque es más cara que otras soluciones de yodo.
 
Las soluciones de cloro también se utilizan mucho como desinfectantes. Las soluciones acuosas de cloro tienen una actividad bactericida rápida, aunque no se han definido sus mecanismos de acción. En el agua puede haber tres formas de cloro: cloro elemental (Cl2), que es un oxidante muy potente; ácido hipocloroso (HOCl); e ion hipoclorito (OCl2). El cloro también se combina con amoniaco y con otros compuestos nitrogenados para formar cloroaminas, o compuestos de N-cloro. El cloro puede ejercer su efecto mediante la oxidación irreversible de los grupos sulfhidrilo (SH) de enzimas esenciales. Se cree que los hipocloritos interactúan con componentes citoplásmicos para formar compuestos de N-cloro tóxicos, que interfieren con el metabolismo celular. La eficacia del cloro es inversamente proporcional al pH, y se observa mayor actividad con niveles de pH ácidos. Esto es compatible con la mayor actividad asociada al ácido hipocloroso que a la concentración del ion hipoclorito. La actividad de los compuestos de cloro también aumenta con la concentración (p. ej., un aumento al doble de la concentración da lugar a una disminución del 30% del tiempo necesario para la destrucción) y la temperatura (p. ej., una reducción del tiempo necesario para la destrucción del 50% a 65% por un aumento de la temperatura de 10 °C). La materia orgánica y los detergentes alcalinos pueden reducir la eficacia de los compuestos de cloro. Estos compuestos tienen una buena actividad germicida, aunque los microorganismos formadores de esporas son de 10 a 1.000 veces más resistentes al cloro que las bacterias vegetativas.
 

Compuestos fenólicos

Los compuestos fenólicos (germicidas) se utilizan raras veces como desinfectantes. Sin embargo, tienen interés histórico porque se utilizaron como método de referencia para evaluar la actividad de otros germicidas. El cociente de actividad germicida de un compuesto problema respecto a la de una concentración especificada de fenol permitía obtener el coeficiente de fenol. Un valor de 1 indicaba una actividad equivalente, mayor de 1 indicaba una actividad menor que la del fenol y menor de 1 indicaba una actividad mayor que la del fenol. Estas pruebas están limitadas porque el fenol no es esporicida a temperatura ambiente (aunque sí lo es a temperaturas próximas a 100 °C) y es poco activo frente a virus que no contienen lípidos. Esto es comprensible porque se cree que el fenol actúa desorganizando las membranas que contienen lípidos, lo que da lugar a la salida del contenido celular. Los compuestos fenólicos son eficaces frente a las micobacterias, que normalmente son resistentes, porque la pared celular de estos microorganismos tiene una concentración muy elevada de lípidos. La exposición de los productos fenólicos a compuestos alcalinos reduce significativamente su actividad, mientras que la halogenación de los compuestos fenólicos incrementa su actividad. La introducción de grupos alifáticos o aromáticos en el núcleo de los fenoles halógenos también incrementa su actividad. Los bis-fenoles son dos compuestos fenólicos unidos entre sí. La actividad de estos compuestos también se puede potenciar mediante halogenación. Un ejemplo de un bis-fenol halogenado es el hexaclorofeno, un antiséptico con actividad frente a bacterias grampositivas.
 

Compuestos de amonio cuaternario

Los compuestos de amonio cuaternario están formados por cuatro grupos orgánicos unidos covalentemente al nitrógeno. La actividad germicida de estos compuestos catiónicos está determinada por la naturaleza de los grupos orgánicos, de modo que la mayor actividad se observa con compuestos que tienen grupos de 8 a 18 átomos de carbono de longitud. Entre los ejemplos de los compuestos de amonio cuaternario están el cloruro de benzalconio y el cloruro de cetilpiridinio. Estos compuestos actúan desnaturalizando las membranas celulares para liberar los componentes intracelulares. Los compuestos de amonio cuaternario son bacteriostáticos a concentraciones bajas y bactericidas a concentraciones elevadas; sin embargo, bacterias como Pseudomonas y Mycobacterium y el hongo Trichophyton son resistentes a estos compuestos. De hecho, algunas cepas de Pseudomonas pueden crecer en soluciones de amonios cuaternarios. Muchos virus y todas las esporas bacterianas también son resistentes. Los detergentes iónicos, la materia orgánica y la dilución neutralizan los compuestos de amonio cuaternario.
 

Alcoholes

La actividad germicida de los alcoholes aumenta al aumentar la longitud de la cadena (máximo de cinco a ocho átomos de carbono). Los dos alcoholes más utilizados son el etanol y el isopropanol. Estos alcoholes tienen actividad bactericida rápida frente a bacterias vegetativas, micobacterias, algunos hongos y virus que contienen lípidos. Lamentablemente, los alcoholes no tienen actividad frente a las esporas bacterianas y tienen una actividad escasa frente a algunos hongos y algunos virus que no contienen lípidos. La actividad es mayor en presencia de agua. Por tanto, el alcohol al 70% es más activo que el alcohol al 95%. El alcohol es un desinfectante habitual de las superficies cutáneas y, cuando se sigue por tratamiento con un yodóforo, es muy eficaz para esta finalidad. Los alcoholes también se utilizan para desinfectar objetos como termómetros.
 









Preguntas


1. Defina los términos siguientes y presente tres ejemplos de cada uno: esterilización, desinfección y antisepsia.

2. Defina los tres niveles de desinfección y presente ejemplos de cada uno de ellos. ¿Cuándo se utilizaría cada uno de los tipos de desinfectante?

3. ¿Qué factores influyen en la eficacia de la esterilización con calor húmedo, calor seco y óxido de etileno?

4. Dé ejemplos de cada uno de los siguientes desinfectantes y de su mecanismo de acción: compuestos de yodo, compuestos de cloro, compuestos fenólicos y compuestos de amonio cuaternario.



Respuestas
 
1. No hay una definición uniforme de esterilización y desinfección. En general, la esterilización representa la destrucción total de todos los microorganismos, incluyendo las formas más resistentes, como esporas bacterianas, micobacterias, virus sin envoltura y hongos. Los ejemplos de productos utilizados para la esterilización son óxido de etileno, gas formaldehído, peróxido de hidrógeno, ácido peracético y glutaraldehído. La desinfección destruye la mayoría de los microorganismos, aunque los más resistentes pueden sobrevivir a algunos procedimientos de desinfección. Los ejemplos de desinfectantes incluyen calor húmedo, peróxido de hidrógeno y compuestos fenólicos. La antisepsia se utiliza para reducir el número de microorganismos en las superficies cutáneas. Los ejemplos de antisépticos incluyen alcoholes, yodóforos, clorhexidina, paraclorometaxilenol y triclosán.

2. La desinfección se divide en los niveles alto, intermedio y bajo. Los desinfectantes de alto nivel incluyen calor húmedo, glutaraldehído, peróxido de hidrógeno, ácido peracético y compuestos de cloro. La desinfección de nivel intermedio incluye alcoholes, compuestos yodóforos y compuestos fenólicos. Los desinfectantes de bajo nivel incluyen los compuestos de amonio cuaternario. Aunque algunos productos se utilizan para esterilización y desinfección, la diferencia es la concentración del producto y la duración del tratamiento. Los tipos de desinfectantes que se utilizan están determinados por la naturaleza del material que hay que desinfectar y cómo se va a utilizar. Si el material se va a utilizar para un procedimiento invasivo pero no puede soportar los procedimientos de esterilización (p. ej., endoscopios, instrumentos quirúrgicos que no se pueden esterilizar en autoclave), entonces se utilizaría un desinfectante de alto nivel. Los desinfectantes de nivel intermedio se utilizan para limpiar superficies e instrumentos en los que es poco probable la contaminación por microorganismos muy resistentes. Los desinfectantes de bajo nivel se utilizan para limpiar instrumentos y dispositivos no críticos (p. ej., manguitos de presión arterial, electrodos y estetoscopios).

3.  La eficacia del calor húmedo es máxima cuando se aplica a presión. Esto permite que se eleve la temperatura. Otros factores que determinan la eficacia del calor húmedo son la duración de la exposición y la penetración del vapor en el material contaminado (determinada por el tamaño de la carga y la velocidad del flujo del vapor). El calor seco tiene la misma eficacia si se aplica a una temperatura elevada durante un período prolongado. La esterilización con óxido de etileno es un proceso lento que depende de la concentración del gas, la humedad relativa, el tiempo de exposición y la temperatura. La eficacia mejora con una mayor concentración de óxido de etileno, temperaturas elevadas y una humedad relativa del 30%.

4. Los compuestos de yodo precipitan proteínas y oxidan enzimas esenciales. Los ejemplos incluyen tintura de yodo y povidona yodada (yodo formando un complejo con polivinilpirrolidona). Los compuestos de cloro son oxidantes potentes, aunque no se ha definido bien su mecanismo de acción preciso. Los ejemplos incluyen cloro elemental, ácido hipocloroso e ion hipoclorito. El compuesto de cloro comercial más habitual es la lejía. Los compuestos fenólicos actúan desorganizando las membranas que contienen lípidos, lo que produce la salida del contenido celular. Los ejemplos incluyen fenol (ácido carbólico), o-fenilfenol, o-bencil-p-clorofenol y p-tert-amil-fenol. Los compuestos de amonio cuaternario también desnaturalizan membranas, e incluyen cloruro de benzalconio y cloruro de cetilpiridinio.
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Microscopia y cultivo in vitro





La base de la microbiología se creó en 1676 cuando Anton van Leeuwenhoek observó bacterias en el agua utilizando uno de los primeros microscopios. No fue hasta casi 200 años después cuando Pasteur consiguió cultivar bacterias en laboratorio en un medio de cultivo compuesto de extractos de levaduras, azúcar y sales de amonio. En 1881 Hesse utilizó agar que consiguió en la cocina de su mujer para solidificar este medio, lo que permitió cultivar colonias macroscópicas de bacterias. A lo largo de los años los microbiólogos han vuelto a la cocina para crear cientos de medios de cultivo que actualmente se emplean en los laboratorios de microbiología clínica. Aunque las pruebas que permiten la detección rápida de los antígenos microbianos y las pruebas moleculares basadas en los ácidos nucleicos han sustituido a la microscopia y los medios de cultivo en la detección de muchos gérmenes, la capacidad de observar los microorganismos mediante microscopia y de cultivarlos en el laboratorio sigue teniendo una gran importancia en los laboratorios clínicos. En muchas enfermedades estas técnicas siguen siendo los métodos definitivos para identificar la causa de una infección. Este capítulo ofrecerá una visión de conjunto de las técnicas más utilizadas para la microscopia y el cultivo, y se presentarán detalles más específicos en los capítulos dedicados al diagnóstico de laboratorio en las secciones sobre los microorganismos individuales.
 

Microscopia

En general la microscopia se utiliza en microbiología para dos fines básicos: la detección inicial de microorganismos y la identificación preliminar o definitiva de los mismos. El estudio microscópico de las muestras clínicas se utiliza para detectar células bacterianas, elementos fúngicos, parásitos (huevos, larvas o formas adultas) e inclusiones víricas presentes en las células infectadas. Las propiedades morfológicas características se pueden utilizar para la identificación preliminar de la mayoría de las bacterias, y se utilizan para la identificación definitiva de muchos hongos y parásitos. La detección microscópica de microorganismos teñidos con anticuerpos marcados con colorantes fluorescentes u otros marcadores ha sido muy útil para la identificación específica de muchos microorganismos. Se utilizan cinco métodos microscópicos generales (cuadro 4-1).

 



Cuadro 4-1    Métodos microscópicos  



Microscopia de campo claro (óptica)

Microscopia de campo oscuro

Microscopia de contraste de fases

Microscopia fluorescente

Microscopia electrónica
 
 



Métodos microscópicos

Microscopia de campo claro (óptica)


Los componentes básicos de los microscopios ópticos son una fuente de luz que se utiliza para iluminar la muestra colocada en una platina, un condensador para enfocar la luz en la muestra y dos sistemas de lentes (lente del objetivo y lente del ocular) que se utilizan para ampliar la imagen de la muestra. En la microscopia de campo claro la muestra se ve mediante transiluminación, de manera que la luz procedente del condensador atraviesa la muestra. Después se amplía la imagen, primero por la lente del objetivo y después por la lente del ocular. La ampliación total de la imagen es el producto de las ampliaciones de las lentes del objetivo y del ocular. Habitualmente se utilizan tres lentes del objetivo diferentes: bajo aumento (aumento de 10 veces), que se puede utilizar para explorar una muestra; alto aumento en seco (40 veces), que se utiliza para buscar microorganismos grandes como parásitos y hongos filamentosos; e inmersión en aceite (100 veces), que se utiliza para observar bacterias, levaduras (fase unicelular de los hongos) y los detalles morfológicos de los microorganismos y las células de mayor tamaño. Las lentes del ocular pueden ampliar aún más la imagen (generalmente de 10 a 15 veces).
 
La limitación de la microscopia de campo claro es la resolución de la imagen (es decir, la capacidad de distinguir que dos objetos están separados y que no son uno solo). La capacidad de resolución de un microscopio está determinada por la longitud de onda de la luz utilizada para iluminar el objeto y el ángulo de la luz que entra en la lente del objetivo (al que se denomina abertura numérica). La capacidad de resolución es máxima cuando se interpone aceite entre la lente del objetivo (habitualmente la lente de 100 ×) y la muestra, porque el aceite reduce la dispersión de la luz. Los mejores microscopios de campo claro tienen una capacidad de resolución de aproximadamente 0,2 μm, lo que permite ver la mayoría de las bacterias, pero no los virus. Aunque la mayoría de las bacterias y los microorganismos de mayor tamaño se pueden ver mediante microscopia de campo claro, los índices de refracción de los microorganismos y el fondo son similares. Por tanto, los microorganismos se deben teñir con un colorante para poder observarlos, o se debe utilizar un método microscópico alternativo.
 

Microscopia de campo oscuro

En los microscopios de campo oscuro se utilizan las mismas lentes del objetivo y del ocular que en los microscopios de campo claro; sin embargo, se utiliza un condensador especial que impide que la luz transmitida ilumine directamente la muestra. Sólo la luz oblicua y dispersa llega a la muestra y atraviesa los sistemas de las lentes, lo que hace que la muestra esté muy iluminada sobre un fondo negro. La ventaja de este método es que la capacidad de resolución de la microscopia de campo oscuro es significativamente mayor que la de la microscopia de campo claro (es decir, 0,02 μm en comparación con 0,2 μm), lo que posibilita la detección de bacterias muy delgadas, como Treponema pallidum (microorganismo causal de la sífilis) y el género Leptospira (leptospirosis). La desventaja de este método es que la luz pasa alrededor de los microorganismos y no los atraviesa, lo que dificulta el estudio de su estructura interna.

 

Microscopia de contraste de fases

La microscopia de contraste de fases permite examinar los detalles internos de los microorganismos. En esta forma de microscopia, como se hacen pasar haces de luz paralelos a través de objetos de densidades diferentes, la longitud de onda de un haz se «desfasa» en relación con el otro haz de luz (es decir, el haz que atraviesa el material más denso se retrasa más que el otro). Mediante el uso de anillos anulares en el condensador y en las lentes del objetivo se amplifican las diferencias de fases, de modo que la luz en fase parece más brillante que la luz fuera de fase. Esto crea una imagen tridimensional del microorganismo o de la muestra y permite un análisis más detallado de las estructuras internas.
 

Microscopia fluorescente

Algunos compuestos, denominados fluorocromos, pueden absorber la luz ultravioleta o ultraazul de longitud de onda corta y emitir energía con una longitud de onda visible y mayor. Aunque algunos microorganismos tienen fluorescencia natural (autofluorescencia), la microscopia fluorescente habitualmente supone la tinción de los microorganismos con colorantes fluorescentes, y después su estudio con un microscopio fluorescente de diseño especial. El microscopio utiliza una lámpara de vapor de mercurio, de un halógeno o de xenón a presión elevada que emite una longitud de onda de luz más corta que la que emiten los microscopios de campo claro tradicionales. Se utiliza una serie de filtros para bloquear el calor que genera la lámpara, eliminar la luz infrarroja y seleccionar la longitud de onda adecuada para excitar el fluorocromo. Posteriormente la luz que emite el fluorocromo se amplifica con las lentes del objetivo y del ocular tradicionales. Los microorganismos y las muestras teñidos con fluorocromos aparecen brillantes sobre un fondo oscuro, aunque los colores varían dependiendo del fluorocromo seleccionado. El contraste entre el microorganismo y el fondo es suficientemente grande como para que se pueda realizar una búsqueda rápida del microorganismo con bajo aumento y después el material se explora con mayor aumento, una vez que se ha detectado fluorescencia.
 

Microscopia electrónica

Al contrario que otras formas de microscopia, en los microscopios electrónicos se utilizan bobinas magnéticas (y no lentes) para dirigir un haz de electrones desde un filamento de tungsteno a través de una muestra y hacia una pantalla. Dado que la longitud de onda en este caso es mucho más corta que la de la luz, la resolución y la ampliación mejoran drásticamente. Con microscopia electrónica se pueden ver partículas víricas individuales (en contraposición con los cuerpos de inclusión víricos). Las muestras habitualmente se tiñen o se recubren con iones metálicos para crear contraste. Hay dos tipos de microscopios electrónicos: microscopios electrónicos de transmisión, en los cuales los electrones, igual que la luz en los microscopios ópticos, atraviesan directamente la muestra, y microscopios electrónicos de barrido, en los que los electrones rebotan en la superficie de la muestra con un determinado ángulo y se genera una imagen tridimensional.
 





Métodos de estudio

Las muestras clínicas y las suspensiones de microorganismos se pueden colocar sobre un portaobjetos de vidrio y se pueden explorar con el microscopio (es decir, estudio directo de una preparación en fresco). Aunque con este método se pueden ver microorganismos grandes (p. ej., elementos fúngicos y parásitos) y material celular, a menudo es difícil el análisis de estructuras internas. La microscopia con contraste de fases puede superar algunos de estos problemas; de manera alternativa, una muestra o un microorganismo se pueden teñir con diferentes métodos (tabla 4-1).

 

Tabla 4-1
 
Preparaciones microscópicas y tinciones utilizadas en el laboratorio de microbiología clínica
 



	Método de tinción 	Principio y aplicaciones 
 

	
Estudio directo




	Preparación en fresco 	La preparación no teñida se estudia mediante microscopia de campo claro, de campo oscuro o de contraste de fases. 
 
	KOH al 10% 	Se utiliza KOH para disolver el material proteináceo y facilitar la detección de elementos fúngicos que no se ven afectados por la solución alcalina fuerte. Se pueden añadir colorantes como azul de algodón lactofenol para aumentar el contraste entre los elementos fúngicos y el fondo. 
 
	Tinta china 	Modificación del procedimiento de KOH en el que se añade tinta china como material de contraste. El colorante se utiliza principalmente para detectar el género Cryptococcus en el líquido cefalorraquídeo y en otros líquidos corporales. La cápsula polisacárida del género Cryptococcus excluye la tinta, lo que crea un halo alrededor de la célula de la levadura. 
 
	Yodo de Lugol 	Se añade yodo a preparaciones en fresco de muestras de parasitología para mejorar el contraste de las estructuras internas. Esto facilita la diferenciación entre las amebas y los leucocitos del huésped. 
 	
Tinciones diferenciales




	Tinción de Gram 	La tinción más utilizada en el laboratorio de microbiología, constituye la base para separar los principales grupos de bacterias (es decir, grampositivas y gramnegativas). Después de la fijación de la muestra a un portaobjetos de vidrio (mediante calentamiento o tratamiento con alcohol), se expone la muestra a violeta de cristal y después se añade yodo para formar el complejo con el colorante principal. Durante la descoloración con alcohol o acetona el complejo queda retenido en las bacterias grampositivas, aunque se pierde en los microorganismos gramnegativos; los microorganismos gramnegativos retienen el colorante safranina (de aquí su color rojo). El grado en el que un microorganismo conserva el colorante depende del microorganismo, de las condiciones del cultivo y de las habilidades tintoriales del microscopista. 
 
	Tinción de hematoxilina férrica 	Se utiliza para la detección e identificación de protozoos fecales. Los huevos y las larvas de helmintos retienen demasiado colorante, por lo que se identifican con más facilidad en preparaciones en fresco. 
 
	Metenamina de plata 	En general se realiza en laboratorios de histología, no de microbiología. Se utiliza principalmente para la detección tintorial de elementos fúngicos en los tejidos, aunque también se pueden detectar otros microorganismos, como bacterias. La tinción de plata precisa habilidad, porque la tinción inespecífica puede hacer que no se puedan interpretar los portaobjetos. 
 
	Tinción de azul de toluidina O 	Se utiliza principalmente para la detección de microorganismos del género Pneumocystis en muestras respiratorias. Los quistes se tiñen de color rojo-azul a morado oscuro sobre un fondo de color azul claro. La tinción del fondo se elimina con un reactivo de sulfatación. Las células levaduriformes se tiñen, y es difícil distinguirlas de las células de Pneumocystis. Los trofozoítos no se tiñen. Muchos laboratorios han sustituido esta tinción por tinciones fluorescentes específicas. 
 
	Tinción tricrómica 	Alternativa a la hematoxilina férrica para teñir protozoos. Los protozoos tienen citoplasmas de color azulado-verde a morado con núcleos rojos o morados-rojos y cuerpos de inclusión; el fondo de la muestra es verde. 
 
	Tinción de Wright-Giemsa 	Se utiliza para detectar parásitos sanguíneos, cuerpos de inclusión víricos y por clamidias, y los géneros Borrelia, Toxoplasma, Pneumocystis y Rickettsia. Se trata de una tinción policromática que contiene una mezcla de azul de metileno, azur B y eosina Y. La tinción de Giemsa combina azul de metileno y eosina. Los iones de eosina tienen carga negativa y tiñen componentes básicos de las células, de color naranja a rosa, mientras que otros colorantes tiñen las estructuras ácidas de la célula con diversos tonos de azul a morado. Los trofozoítos de protozoos tienen el núcleo rojo y un citoplasma grisáceo-azul; las levaduras intracelulares y los cuerpos de inclusión habitualmente se tiñen de azul; las rickettsias, las clamidias y el género Pneumocystis se tiñen de morado. 
 	
Tinciones acidorresistentes




	Tinción de Ziehl-Neelsen 	Se utiliza para teñir micobacterias y otros microorganismos acidorresistentes. Los microorganismos se tiñen con carbolfucsina básica y resisten a la descoloración con soluciones de ácido-alcohol. Se realiza contratinción del fondo con azul de metileno. Los microorganismos aparecen de color rojo sobre un fondo azul claro. La captación de carbolfucsina precisa el calentamiento de la muestra (tinción acidorresistente caliente). 
 
	Tinción de Kinyoun 	Tinción acidorresistente en frío (no precisa calentamiento). Mismo principio que la tinción de Ziehl-Neelsen. 
 
	Auramina-rodamina 	Mismo principio que otras tinciones acidorresistentes, excepto que se utilizan colorantes fluorescentes (auramina y rodamina) como tinción principal, y el permanganato potásico (oxidante fuerte) actúa como contratinción e inactiva los colorantes de fluorocromo no unidos. Los microorganismos tienen fluorescencia amarillenta-verde sobre un fondo negro. 
 
	Tinción acidorresistente modificada 	Se utiliza un decolorante débil con cualquiera de las tres tinciones acidorresistentes señaladas. Mientras las micobacterias son muy acidorresistentes, otros microorganismos se tiñen más débilmente (p. ej., Nocardia, Rhodococcus, Tsukamurella, Gordonia, Cryptosporidium, Isospora, Sarcocystis y Cyclospora). Estos microorganismos se pueden teñir con más eficiencia usando un decolorante débil. Los microorganismos que retienen este colorante se denominan parcialmente acidorresistentes. 
 	
Tinciones fluorescentes




	Tinción de naranja de acridina 	Se utiliza para detectar bacterias y hongos en muestras clínicas. El colorante se intercala en el ácido nucleico (natural y desnaturalizado). A pH neutro las bacterias, los hongos y el material celular se tiñen de color rojizo-naranja. A pH ácido (4,0) las bacterias y los hongos siguen siendo de color rojizo-naranja, aunque el material de fondo se tiñe de color verdoso-amarillo. 
 
	Tinción de auramina-rodamina 	Igual que las tinciones acidorresistentes. 
 
	Tinción de blanco de calcoflúor 	Se utiliza para detectar elementos fúngicos y el género Pneumocystis. El colorante se une a la celulosa y la quitina de las paredes celulares; el microscopista puede mezclar el colorante con KOH. (Muchos laboratorios han sustituido la tinción tradicional de KOH por esta otra tinción.) 
 
	Tinción directa con anticuerpos fluorescentes 	Los anticuerpos (monoclonales o policlonales) forman complejos con moléculas fluorescentes. La unión específica a un microorganismo se detecta por la presencia de fluorescencia del microorganismo. La técnica ha sido útil para detectar muchos microorganismos (como Streptococcus pyogenes, Bordetella, Francisella, Legionella, Chlamydia, Pneumocystis, Cryptosporidium, Giardia, virus gripal, virus del herpes simple). La sensibilidad y la especificidad de la prueba dependen del número de microorganismos presentes en la muestra que se va a estudiar y la calidad de los anticuerpos utilizados en los reactivos. 
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KOH, hidróxido potásico.



Estudio directo

Los métodos de estudio directo son los más sencillos para preparar muestras para el estudio microscópico. La muestra se puede suspender en agua o suero salino (preparación en fresco), mezclada con un álcali para disolver el material de fondo (método de hidróxido potásico [KOH]) o mezclada con una combinación de un álcali y un colorante para generar contraste (p. ej. azul de algodón lactofenol, yodo). El colorante tiñe de manera inespecífica el material celular, lo que aumenta el contraste con el fondo y permite el estudio de las estructuras detalladas. Una variación es el método de tinta china, en el que la tinta oscurece el fondo y no la célula. Este método se utiliza para detectar cápsulas alrededor de microorganismos, como la levadura Cryptococcus (el colorante queda excluido por la cápsula, lo que crea un halo claro alrededor de la célula) y la bacteria encapsulada Bacillus anthracis.

 

Tinciones diferenciales

Se utilizan diversas tinciones diferenciales para teñir microorganismos específicos o componentes del material celular. La tinción de Gram es la tinción mejor conocida y más utilizada, y forma la base de la clasificación fenotípica de las bacterias. Las levaduras también se pueden teñir con este método (las levaduras son grampositivas). Las tinciones de hematoxilina férrica y tricrómica son sumamente útiles para la identificación de parásitos protozoarios, y la tinción de Wright-Giemsa se utiliza para identificar parásitos sanguíneos y otros microorganismos seleccionados. Las tinciones como la metenamina de plata y el azul de toluidina O han sido sustituidas en gran medida por tinciones diferenciales más sensibles o técnicamente más fáciles de realizar, o por tinciones fluorescentes.
 

Tinciones acidorresistentes

Se utilizan al menos tres tinciones acidorresistentes diferentes, cada una de las cuales aprovecha el hecho de que algunos microorganismos conservan una tinción principal incluso después de exponerlos a agentes decolorantes potentes, como mezclas de ácidos y alcoholes. El método de Ziehl-Neelsen es el más antiguo que se utiliza, aunque precisa el calentamiento de la muestra durante el procedimiento de tinción. Muchos laboratorios han sustituido este método por el de la tinción acidorresistente en frío (método de Kinyoun) o por la tinción fluorocrómica (método de auramina-rodamina). El método del fluorocromo es la tinción de elección porque se puede estudiar rápidamente una gran superficie de la muestra simplemente buscando microorganismos fluorescentes sobre un fondo negro. Algunos microorganismos son «parcialmente acidorresistentes», de manera que conservan la tinción principal sólo cuando se descoloran con una solución ácida débil. Esta propiedad es característica de tan sólo algunos microorganismos (v. tabla 4-1), lo que hace que sea bastante útil para su identificación preliminar.
 

Tinciones fluorescentes

La tinción acidorresistente de auramina-rodamina es un ejemplo específico de una tinción fluorescente. También se han utilizado otros muchos colorantes fluorescentes para teñir muestras. Por ejemplo, se puede utilizar la tinción de naranja de acridina para teñir bacterias y hongos, y el blanco de calcoflúor tiñe la quitina de las paredes de las células fúngicas. Aunque la tinción de naranja de acridina tiene unas aplicaciones bastante escasas, la tinción de blanco de calcoflúor ha sustituido a las tinciones de hidróxido potásico. Otro procedimiento es el estudio de muestras con anticuerpos específicos marcados con colorantes fluorescentes (tinciones con anticuerpos fluorescentes). La presencia de microorganismos fluorescentes es un método rápido tanto para la detección como para la identificación del microorganismo.
 





Cultivo in vitro


El éxito de los métodos de cultivo depende de la biología del microorganismo, del lugar de la infección, de la respuesta inmunitaria del paciente frente a la misma y de la calidad del medio de cultivo. La bacteria Legionella es un patógeno respiratorio importante; sin embargo, nunca se consiguió cultivar hasta que se reconoció que su recuperación dependía de disponer de un medio enriquecido con hierro y L-cisteína. Campylobacter, un importante patógeno entérico, no se consiguió recuperar de las muestras de heces hasta que se incubó en medios altamente selectivos a 42 °C en una atmósfera microaerófila. Chlamydia, una importante bacteria responsable de enfermedades de transmisión sexual, es un patógeno intracelular obligado que debe cultivarse en células vivas. Staphylococcus aureus, que es la causa del síndrome del shock tóxico estafilocócico, produce la enfermedad mediante la liberación de una toxina hacia el sistema circulatorio. El hemocultivo siempre será negativo, mientras que el cultivo de la lesión en la que crece el germen sí permite detectarlo. En muchas infecciones (p. ej., gastroenteritis, uretritis, faringitis), el germen responsable de la infección se asocia a otros muchos gérmenes que son parte de la flora microbiana normal de la región infectada. Se han desarrollado muchos medios de cultivo que permiten suprimir estos gérmenes existentes en condiciones normales y facilitan la detección de los que tienen importancia clínica. La inmunidad innata y adaptativa del paciente pueden suprimir el patógeno, de forma que con frecuencia se necesitan técnicas de cultivo muy sensibles. Del mismo modo, algunas infecciones se caracterizan por la existencia de relativamente pocos gérmenes. Por ejemplo, la mayoría de los pacientes sépticos tienen menos de un germen por mililitro de sangre; por tanto, la recuperación de estos microorganismos en un hemocultivo tradicional precisa la inoculación de un gran volumen de sangre en caldos enriquecidos. Por último, se debe controlar con cuidado la calidad de los medios de cultivo para garantizar que su rendimiento se corresponde con el exigido.
 
Relativamente pocos laboratorios preparan en la actualidad sus propios medios de cultivo. La mayor parte son producidos por empresas con experiencia en la fabricación de los mismos. Aunque esto aporta evidentes ventajas, también implica que la mayoría de los medios de cultivo no sean «recientes». Aunque en general esto no representa un problema, puede condicionar la recuperación de algunos gérmenes de crecimiento difícil (p. ej., Bordetella pertussis). Por tanto, los laboratorios que realizan pruebas sofisticadas con frecuencia disponen de la capacidad de fabricar una cantidad limitada de medios de cultivo especializados. Se comercializan fórmulas deshidratadas de la mayor parte de estos medios de cultivo, lo que permite esta fabricación con mínimas dificultades. Consúltense las referencias del apartado «Bibliografía» si se desea más información acerca de la elaboración y el control de calidad de los medios de cultivo.
 
Tipos de medios de cultivo

Los medios de cultivo se pueden clasificar en cuatro grupos generales: 1) medios no selectivos enriquecidos, 2) medios selectivos, 3) medios diferenciales y 4) medios especializados (v. tabla 4-2). A continuación se resumen algunos ejemplos de estos medios.

 

Tabla 4-2
 
Tipos de medios de cultivo
 



	Tipo 	Medios de cultivo (ejemplos) 	Objetivo 
 


	No selectivos 	Agar sangre 	Recuperación de bacterias y hongos 
 
	Agar chocolate 	Recuperación de bacterias, incluidas Haemophilus y Neisseria gonorrhoeae
 
 
	Agar Mueller-Hinton 	Medio para estudio de la susceptibilidad bacteriana 
 
	Caldo tioglicolato 	Caldo enriquecido para las bacterias anaerobias 
 
	Agar dextrosa de Sabouraud 	Recuperación de hongos 
 
	Selectivos, diferenciales 	Agar MacConkey 	Selectivo para las bacterias gramnegativas; diferencial para las especies que fermentan la lactosa 
 
	Agar sal manitol 	Selectivo para los estafilococos; diferencial para Staphylococcus aureus
 
 
	Agar xilosa-lisina- desoxicolato 	Agar diferencial selectivo para Salmonella y Shigella en cultivos entéricos 
 
	Medio de Lowenstein-Jensen 	Selectivo para micobacterias 
 
	Agar Middlebrook 	Selectivo para micobacterias 
 
	CHROMagar 	Selectivo, diferencial para las levaduras 
 
	Agar inhibidor de hongos filamentosos 	Selectivo para los hongos filamentosos 
 
	Especializados 	Agar extracto de levadura con carbón vegetal tamponado (BCYE) 	Recuperación de Legionella y Nocardia
 
 
	Agar cistina-telurito 	Recuperación de Corynebacterium diphtheriae
 
 
	Caldo de cultivo Lim 	Recuperación de Streptococcus agalactiae
 
 
	Agar sorbitol de MacConkey 	Recuperación de Escherichia coli O157 
 
	Agar Regan Lowe 	Recuperación de Bordetella pertussis
 
 
	Agar sacarosa, sales biliares, tiosulfato y citrato (TCBS) 	Recuperación del género Vibrio
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Medios de cultivo no selectivos enriquecidos

Estos medios están diseñados para permitir el crecimiento de la mayor parte de los gérmenes que no necesitan unas condiciones exigentes. Los siguientes medios son algunos de los más empleados:


Agar sangre. Los laboratorios clínicos utilizan muchos tipos de medios de cultivo agar sangre. Los medios contienen dos componentes fundamentales: un medio basal (p. ej., soja tripticasa, infusión de cerebro-corazón, base de Brucella) y sangre (de oveja, caballo, conejo). Se pueden añadir varios suplementos más para ampliar el número de gérmenes que se pueden cultivar en estos medios de cultivo.


Agar chocolate. Se trata de un agar modificado. Cuando se añade sangre o hemoglobina al medio de base calentado, se vuelve marrón (de ahí su nombre). Este medio permite el crecimiento de la mayor parte de las bacterias, incluidas algunas que no crecen en el agar sangre (es decir, Haemophilus, algunas cepas de Neisseria patógenas).


Agar Mueller-Hinton. Se trata de un medio recomendado para estudios convencionales de sensibilidad bacteriana. Su composición está bien definida e incluye extractos de ternera y caseína, sales, cationes divalentes y almidón soluble necesario para que los resultados sean reproducibles.


Caldo tioglicolato. Se trata de uno de los medios de cultivo de enriquecimiento empleados para recuperar cantidades pequeñas de bacterias aerobias y anaerobias. Se emplean diversos compuestos, pero la mayor parte incluyen caseína, glucosa, extracto de levadura, cisteína y tioglicolato sódico. El suplemento de hemina y vitamina K mejora la recuperación de las bacterias anaerobias.


Agar dextrosa de Sabouraud. Se trata de un medio de cultivo enriquecido que contiene caseína y tejido animal digeridos suplementados con glucosa que se emplea para aislar hongos. Se han desarrollado diversas fórmulas, aunque la mayor parte de los micólogos utilizan la que tiene baja concentración de glucosa y un pH neutro. Al reducir el pH y añadir antibióticos para inhibir las bacterias, este medio de cultivo puede ser selectivo de hongos.
 

Medios de cultivo selectivos y diferenciales

Los medios de cultivo selectivos se diseñan para poder recuperar gérmenes específicos que pueden estar presentes en una mezcla de otros gérmenes (p. ej., un patógeno entérico en las heces). Los medios se enriquecen con inhibidores que suprimen el crecimiento de los gérmenes no deseados. Estos medios se hacen diferenciales añadiendo ingredientes específicos que permiten la identificación del germen en una mezcla (p. ej., añadiendo lactosa y un indicador de pH para identificar los gérmenes que fermentan la lactosa). Los siguientes son ejemplos de medios de cultivo selectivos y diferenciales:


Agar MacConkey. Se trata de un agar selectivo para las bacterias gramnegativas y diferencial para distinguir las bacterias que fermentan la lactosa y las que no. Este medio incluye peptonas digeridas, sales biliares, lactosa, rojo neutro y cristal violeta. Las sales biliares y el cristal violeta inhiben las bacterias grampositivas. Las bacterias que fermentan la lactosa producen ácidos, que precipitan las sales biliares y provocan un color rojo del indicador rojo neutro.


Agar sal manitol. Se trata de un medio de cultivo selectivo empleado para el aislamiento de estafilococos. El medio incluye extractos de caseína y tejidos animales digeridos, extracto de ternera, manitol, sales y rojo fenol. Los estafilococos pueden crecer en presencia de una elevada concentración de sal y S. aureus puede fermentar el manitol, lo que produce colonias de color amarillo en este agar.


Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD). Se trata de un agar selectivo utilizado en la detección de Salmonella y Shigella en cultivos entéricos. Es un ejemplo de un abordaje muy inteligente para la detección de bacterias importantes en una mezcla compleja de bacterias insignificantes. El medio corresponde a un extracto de levaduras con xilosa, lisina, lactosa, sacarosa, desoxicolato sódico, tiosulfato sódico, citrato amónico férrico y rojo fenol. El desoxicolato sódico inhibe el crecimiento de la mayor parte de las bacterias no patógenas. Las bacterias que crecen típicamente fermentan la lactosa, la sacarosa o la xilosa y dan lugar a colonias amarillas. Shigella no fermenta estos carbohidratos, de forma que sus colonias serán rojas. Salmonella fermenta la xilosa, pero también descarboxila la lisina y genera el producto alcalino diamino cadaverina. Este producto neutraliza los productos de fermentación de los ácidos, de manera que las colonias serán rojas. Dado que la mayor parte de Salmonella produce ácido sulfhídrico a partir del tiosulfato sódico, las colonias se vuelven negras en presencia de citrato amónico férrico, lo que permite diferenciar Salmonella de Shigella.


Medio de Lowenstein-Jensen (LJ). Este medio, utilizado para aislar micobacterias, contiene glicerol, harina de patata, sales y huevos coagulados (para solidificar el medio). Se añade verde malaquita para inhibir las bacterias grampositivas.


Agar Middlebrook. Este medio de cultivo de agar se emplea también para aislar micobacterias. Contiene nutrientes necesarios para el crecimiento de las micobacterias (es decir, sales, vitaminas, ácido oleico, albúmina, catalasa, glicerol, glucosa) y verde malaquita para inhibir las bacterias grampositivas. A diferencia del medio LJ, se solidifica con agar.


CHROMagar. Se trata de un agar selectivo diferencial utilizado para aislar e identificar algunas especies distintas de la levadura Candida. Este medio contiene cloranfenicol para inhibir las bacterias y una mezcla de sustratos cromogénicos especiales. Las distintas especies de Candida cuentan con enzimas que permiten emplear uno o más de los sustratos liberando el compuesto coloreado y generando colonias de colores. Por ejemplo, Candida albicans genera colonias verdes, Candida tropicalis genera colonias moradas y Candida krusei las genera rosadas.


Agar con inhibidor de hongos filamentosos. Este medio de cultivo es un compuesto selectivo enriquecido que se emplea para el aislamiento de hongos patógenos distintos de los dermatofitos. Se añade cloranfenicol para suprimir el crecimiento de las bacterias contaminantes.
 

Medios especializados

Se han creado muchos medios de cultivo especializados distintos para detectar gérmenes específicos, que pueden ser exigentes o que se presentan mezclados con muchos otros. Los más empleados se describen en los capítulos relativos a cada germen concreto de esta obra.
 


Cultivo celular

Algunas bacterias y todos los virus son gérmenes intracelulares estrictos, de forma que sólo se pueden cultivar en células vivas. En 1949 John Franklin Enders describió una técnica para cultivar células de mamífero y aislar el virus de la poliomielitis. Esta técnica se ha ampliado para poder cultivar la mayor parte de los gérmenes intracelulares estrictos. Los cultivos celulares pueden ser células que crecen y se dividen sobre una superficie (es decir, una monocapa de células) o células suspendidas en un medio de cultivo. Algunos cultivos celulares están bien establecidos y se pueden mantener de forma indefinida. Estos medios se comercializan en general. Otros cultivos celulares se deben preparar inmediatamente antes de infectarlos con bacterias o virus y no se pueden mantener en el laboratorio más de unos pocos ciclos de división (cultivos celulares primarios). La entrada a las células se suele regular por la existencia de receptores específicos, de forma que se puede emplear la capacidad diferencial de infectar líneas celulares específicas para predecir la identidad de una bacteria o virus. En los próximos capítulos se aporta más información sobre el uso de cultivos celulares.
 









Preguntas


1. Explique los principios que subyacen a la microscopia de campo claro, de campo oscuro, de contraste de fases y microscopia electrónica. Dé un ejemplo en el que se podría utilizar cada uno de los métodos.

2. Enumere ejemplos de exploración microscópica directa, tinciones diferenciales, tinciones acidorresistentes y tinciones fluorescentes.

3. Enumere tres factores que influyen en el éxito del cultivo.

4. Cite tres ejemplos de medios de cultivo no selectivos enriquecidos.

5. Cite tres ejemplos de medios de cultivo selectivos diferenciales.




Respuestas

1. En la microscopia de campo claro, la luz visible atraviesa un condensador, después el objeto que se va a observar y, finalmente, una serie de lentes para ampliar la imagen. Este método es la técnica microscópica más utilizada para analizar muestras colocadas sobre portaobjetos de vidrio. La microscopia de campo oscuro utiliza la misma serie de lentes que la microscopia de campo claro; sin embargo, se utiliza un condensador especial para iluminar el material que se va a observar desde un ángulo oblicuo. Por tanto, el objeto está iluminado brillantemente sobre un fondo negro. Este método se utiliza para detectar microorganismos que son demasiado finos para observarlos mediante microscopio de campo claro (p. ej., Treponema, el microorganismo causal de la sífilis). La microscopia de contraste de fases ilumina los sujetos con haces de luz paralelos que se desfasan uno respecto al otro. Esto permite que los objetos aparezcan como estructuras tridimensionales y es útil para observar las estructuras internas. La microscopia fluorescente utiliza lámparas de mercurio, halógeno o xenón a presión elevada que emiten una luz de longitud de onda corta para iluminar el objeto. Una serie de filtros bloquean el calor y la luz infrarroja, y seleccionan una longitud de onda de luz específica emitida por el objeto. Esta «fluorescencia» se observa como un objeto iluminado brillantemente sobre un fondo oscuro. Esta técnica es muy útil para microorganismos con fluorescencia natural (p. ej., Legionella) y para microorganismos que se tiñen con colorantes fluorescentes específicos (p. ej., Mycobacterium).

2. Los métodos de estudio microscópico directo incluyen la suspensión de la muestra en agua (p. ej., preparación en fresco para hongos) o en un medio de contraste (p. ej., azul de algodón lactofenol para hongos o yodo para parásitos). Las tinciones diferenciales se utilizan con frecuencia para detectar bacterias (p. ej., tinción de Gram, tinción acidorresistente), parásitos (p. ej., tinciones de hematoxilina férrica y tricrómicas) y patógenos transportados por la sangre (p. ej., tinción de Giemsa para Borrelia y Plasmodium). Se han desarrollado diversos métodos de tinción acidorresistente (p. ej., Ziehl-Neelsen, Kinyoun, fluorocromo) que detectan bacterias (Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus) y parásitos (Cryptosporidium, Cyclospora, Isospora). Las tinciones fluorescentes habituales se han utilizado para detectar hongos (tinción de blanco de calcoflúor) o microorganismos acidorresistentes (tinción de auramina-rodamina).

3. Biología del microorganismo (el microorganismo necesita condiciones especiales para el crecimiento o precisa el suplemento del medio con factores de crecimiento), localización de la infección (el material enviado procede de la zona de la infección), respuesta inmunitaria del paciente a la infección (el organismo es inactivado o destruido por la respuesta inmunitaria del paciente), calidad del medio de cultivo.

4. Agar sangre, agar chocolate, caldo de tioglicolato.

5. Agar MacConkey, agar manitol sal, agar xilosa-lisina-desoxicolato.
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Diagnóstico molecular




Al igual que las pruebas que quedan en la escena del crimen, el ácido desoxirribonucleico (ADN), el ácido ribonucleico (ARN) o las proteínas de un agente infeccioso de una muestra clínica se pueden utilizar para ayudar a identificarlo. En muchos casos el agente se puede detectar e identificar de este modo, aunque no se haya podido aislar o detectar por medios inmunológicos. Se están desarrollando nuevas técnicas y aplicaciones de las ya existentes para el análisis de los agentes infecciosos.
 
Las ventajas de las técnicas moleculares radican en su sensibilidad, su especificidad y su seguridad. Desde el punto de vista de la seguridad, estas técnicas no requieren el aislamiento del agente infeccioso y se pueden llevar a cabo en muestras o extractos fijados químicamente (inactivados). Debido a su sensibilidad, permiten detectar muestras muy diluidas de ADN microbiano en un tejido, aunque el agente no se esté replicando ni produciendo otros indicios de infección. Estas técnicas permiten distinguir cepas basándose en las diferencias de sus genotipos (es decir, mutantes), lo cual resulta especialmente útil para distinguir cepas resistentes a los agentes antivíricos, las cuales pueden diferir en un único nucleótido.
 

Detección de material genético microbiano

Análisis electroforético del ADN y polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción


La estructura del genoma y la secuencia genética constituyen dos características fundamentales para la distinción de la familia, el tipo y la cepa de un microorganismo. Se pueden distinguir cepas específicas de microorganismos a partir de su ADN o ARN, o por los fragmentos de ADN obtenidos cuando esta molécula es atacada por endonucleasas de restricción específicas (enzimas de restricción). Las enzimas de restricción reconocen secuencias concretas de ADN que tienen una estructura palindrómica, como en el ejemplo siguiente:
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Las regiones de ADN reconocidas por las distintas endonucleasas de restricción difieren en su secuencia, longitud y frecuencia de aparición. Como resultado de ello, las diferentes endonucleasas de restricción escinden el ADN de una muestra en diferentes sitios y dan lugar a fragmentos de diferentes longitudes. La escisión de diferentes muestras de ADN con una endonucleasa de restricción también puede generar fragmentos de longitudes diferentes. Las diferencias en la longitud de los fragmentos de ADN entre las diferentes cepas de un microorganismo específico producidas por la escisión con una o más endonucleasas de restricción se denomina polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción (RFLP).

 
Los fragmentos de ADN o ARN de diferentes tamaños o estructuras se pueden distinguir por su movilidad electroforética en un gel de agarosa o poliacrilamida. Las diferentes formas de la misma secuencia de ADN y las diferentes longitudes de ADN se mueven a través de la estructura laberíntica de un gel de agarosa a distintas velocidades, lo que permite su separación. El ADN se puede visualizar mediante su tinción con bromuro de etidio. Los fragmentos más pequeños (con menos de 20.000 pares de bases), como los de los plásmidos bacterianos o los virus, se pueden separar y distinguir mediante métodos electroforéticos normales. Los fragmentos más grandes, como los de bacterias enteras, únicamente se pueden separar utilizando una técnica electroforética especial denominada electroforesis de gel en campo pulsado.

 
El RFLP es útil, por ejemplo, para distinguir las distintas cepas del virus del herpes simple (VHS). La comparación de los patrones de restricción del ADN de las endonucleasas de restricción de diferentes virus aislados puede identificar un patrón de transmisión vírica de una persona a otra o bien permitir diferenciar el VHS-1 del VHS-2. El RFLP también se ha utilizado para demostrar la diseminación de una cepa de Streptococcus productora de fascitis necrosante de un paciente a otro paciente, un técnico de urgencias y los médicos del departamento de urgencias. A menudo se utiliza la comparación del ARN ribosómico 16S para identificar diferentes bacterias.
 

Detección, amplificación y secuenciado de ácidos nucleicos

Las sondas de ADN se pueden utilizar de manera semejante a los anticuerpos, como herramientas sensibles y específicas para detectar, localizar y cuantificar secuencias de ácidos nucleicos específicos en muestras clínicas (fig. 5-1). La especificidad y la sensibilidad de las técnicas basadas en sondas de ADN permiten detectar especies o cepas de un agente infeccioso, incluso en ausencia de proliferación o replicación.
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Figura 5-1 Análisis con sonda de ADN de células infectadas por virus. Estas células se pueden localizar en secciones de tejidos preparados con métodos histológicos utilizando sondas de ADN de tan sólo nueve nucleótidos o plásmidos bacterianos que contengan el gen vírico. Se agrega a la muestra una sonda de ADN marcada. En este caso, la sonda de ADN está marcada con timidina modificada con biotina, pero también se pueden usar agentes radiactivos. La muestra se calienta para desnaturalizar el ADN y se enfría para permitir que la sonda se hibride con la secuencia complementaria. Se agrega avidina marcada con peroxidasa de rábano picante para que se una a la biotina de la sonda. Se agrega el sustrato adecuado para colorear los núcleos de las células infectadas por virus. A, adenina; b, biotina; C, citosina; G, guanina; T, timina. 
 
 
 

Las sondas de ADN se sintetizan mediante métodos químicos o bien se obtienen por clonación de fragmentos genómicos específicos o de un genoma vírico completo en vectores bacterianos (plásmidos, cósmidos). Las copias de ADN de los virus de ARN se fabrican por medio de una transcriptasa inversa retrovírica y luego se clonan en estos vectores. Tras llevar a cabo tratamientos químicos o térmicos para «fundir» (separar) las cadenas de ADN de la muestra, se agrega la sonda de ADN y se permite su hibridación (unión) a la secuencia idéntica o casi idéntica de la muestra. Es posible modificar la exactitud (la necesidad de una correspondencia exacta de la secuencia) de la interacción con el fin de detectar secuencias relacionadas o distinguir cepas diferentes (mutantes). Las sondas de ADN se marcan con nucleótidos radiactivos o modificados por métodos químicos (p. ej., uridina biotinilada) con el objeto de detectarlas y cuantificarlas. La aplicación de una sonda de ADN marcada con biotina permite emplear un nucleótido fluorescente o una molécula de avidina o estreptavidina (una proteína que se une fuertemente a la biotina) marcada enzimáticamente para detectar ácidos nucleicos víricos en una célula de manera similar a la localización de un antígeno por inmunofluorescencia indirecta o enzimoinmunoanálisis.
 
Las sondas de ADN son capaces de detectar mediante hibridación in situ secuencias genéticas específicas en muestras tisulares de biopsia fijadas y permeabilizadas. Cuando se utiliza detección fluorescente se denomina FISH: hibridación fluorescente in situ. La localización mediante hibridación in situ de células infectadas por el citomegalovirus (CMV) (fig. 5-2) o por el virus del papiloma es una opción más conveniente que los medios inmunológicos de detección y representa el único sistema comercializado de detección del virus del papiloma. Actualmente se dispone en los comercios de muchas sondas para microorganismos y de equipos de reactivos para detectar virus, bacterias y otros microorganismos.
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Figura 5-2 Localización in situ de una infección por citomegalovirus (CMV) utilizando una sonda genética. La infección por CMV de los túbulos renales de un riñón se localiza con una sonda de ADN específica para CMV marcada con biotina y se visualiza por la conversión del sustrato con avidina conjugada con peroxidasa de rábano picante de manera similar al enzimoinmunoanálisis. (Cortesía de Donna Zabel, Akron, Ohio.) 
 
 


Se pueden detectar secuencias de ácidos nucleicos específicos en extractos de una muestra clínica aplicando un pequeño volumen del extracto en un filtro de nitrocelulosa (dot blot) y después aplicando una sonda de ADN vírico específico marcado sobre el filtro. Otra posibilidad es la transferencia del patrón de restricción por endonucleasas de restricción separado electroforéticamente a un filtro de nitrocelulosa (Southern blot: hibridación de sonda de ADN:ADN) para después identificar la secuencia específica por hibridación con una sonda genética específica y su movilidad electroforética característica. Se puede detectar de forma semejante el ARN separado mediante electroforesis (Northern blot: hibridación de sonda de ARN:ADN) y fijado a un filtro de nitrocelulosa.
 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) amplifica copias simples de ADN vírico varios millones de veces y constituye una de las técnicas más modernas de análisis genético (fig. 5-3). Se incuba la muestra con dos oligómeros cortos de ADN, denominados primers, los cuales contienen unas secuencias complementarias a las de los extremos de una secuencia genética conocida del ADN completo, una polimerasa de ADN dotada de estabilidad térmica (Taq u otra polimerasa obtenida a partir de bacterias termofílicas), nucleótidos y tampones. Los oligómeros se hibridan con la secuencia apropiada de ADN y actúan como primers para la polimerasa, la cual copia ese segmento de ADN. Posteriormente se calienta la muestra con el propósito de desnaturalizar el ADN (separar las cadenas de la doble hélice) y se enfría para permitir la hibridación de los primers con el nuevo ADN formado en el ciclo anterior. Cada copia de ADN se convierte en una nueva plantilla para la síntesis de nuevas moléculas. El proceso se repite un gran número de veces (de 20 a 40) con el fin de amplificar la secuencia del ADN original de manera exponencial. Una secuencia diana se puede amplificar 1.000.000 de veces en unas pocas horas con este método. Esta técnica es especialmente útil para detectar secuencias de virus latentes e integrados, como es el caso de los retrovirus, los virus del herpes, los virus del papiloma y otros virus de ADN.
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Figura 5-3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica es un medio rápido de amplificar una secuencia conocida de ADN. Se mezcla una muestra con una polimerasa de ADN estable térmicamente, un exceso de trifosfatos de desoxirribonucleótidos y dos oligómeros de ADN (primers) que complementan los extremos de la secuencia diana que debe ser amplificada. La mezcla se calienta para desnaturalizar el ADN y después se enfría para permitir la unión de los primers al ADN diana y la extensión de los primers por la polimerasa. El ciclo se repite de 20 a 40 veces. Después del primer ciclo sólo se amplifica la secuencia enmarcada por los primers. En la técnica RT PCR también se puede amplificar el ARN después de su conversión en ADN por la transcriptasa inversa. A y B, oligómeros de ADN utilizados como primers; + y −, cadenas de ADN. (Modificado de Blair GE, Blair Zajdel ME: Biochem Educ 20:87-90, 1992.) 
 
 


La técnica de RT PCR (reacción en cadena de la polimerasa-retrotranscriptasa o transcriptasa inversa) representa una variación de la PCR convencional, se utiliza la transcriptasa inversa de los retrovirus para convertir el ARN vírico o el ARN mensajero en ADN con anterioridad a su amplificación por PCR. En 1993 se emplearon secuencias de hantavirus como primers para la RT PCR con el propósito de identificar el agente causante de un brote de enfermedad pulmonar hemorrágica en la zona de Four Corners de Nuevo México. Esta técnica demostró que el agente infeccioso era un hantavirus.
 
La PCR en tiempo real se concibió con el fin de cuantificar la cantidad de ADN o ARN presente en una muestra tras su conversión a ADN por la transcriptasa inversa. De forma sencilla, cuanto mayor sea la cantidad de ADN presente en una muestra, mayor será la velocidad de síntesis de nuevo ADN en la reacción de PCR, ya que la cinética de la reacción es proporcional a la cantidad de ADN. La producción de ADN bicatenario se determina en función del incremento de la fluorescencia de una molécula unida a la molécula de ADN bicatenario amplificado o mediante algún otro método. Este procedimiento resulta útil para cuantificar el número de genomas del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) presente en la sangre de un paciente para evaluar el desarrollo de la enfermedad y la eficacia de los fármacos antivíricos.
 
El análisis con ADN de cadena ramificada (branched DNA) es una nueva alternativa a la PCR y la RT PCR y se emplea en la detección de pequeñas cantidades de secuencias específicas de ARN o ADN. Esta técnica resulta especialmente útil para cuantificar las concentraciones plasmáticas de ARN del VIH (viremia plasmática). En este caso, el plasma se incuba en un tubo especial que está revestido de una secuencia corta de ADN complementario (ADNc) capaz de capturar el ARN vírico. Se agrega otra secuencia de ADNc para que se una a la muestra, pero este ADN está unido a una cadena de ADN ramificada artificialmente. Cada rama es capaz de iniciar una señal detectable durante la prueba, de forma que se amplifica la señal de la muestra inicial. El análisis mediante hibridación para captura de anticuerpos en solución detecta y cuantifica los híbridos de ARN:ADN usando un anticuerpo específico para el complejo con una técnica similar a un ELISA (enzimoinmunoanálisis) (v. cap. 6).
 
Se han comercializado equipos de reactivos que usan variaciones de las técnicas descritas en los párrafos precedentes para detectar, identificar y cuantificar distintos microorganismos.
 
La secuenciación de ADN ha llegado a ser suficientemente rápida y económica como para permitir la determinación de laboratorio de secuencias microbianas para la identificación de microorganismos. Puede utilizarse el secuenciado de la subunidad ribosómica 16S para identificar bacterias específicas. Se puede usar el secuenciado de los virus para identificar los virus y distinguir cepas diferentes (p. ej., cepas específicas del virus gripal).
 





Detección de proteínas

En algunos casos, los virus y otros agentes infecciosos se pueden detectar por el hallazgo de ciertas enzimas características o proteínas específicas. Por ejemplo, la detección de una actividad enzimática de transcriptasa inversa en el suero o en un cultivo celular indica la presencia de un retrovirus. El patrón proteico de un virus u otro agente que se forma tras la electroforesis con dodecil sulfato sódico en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) también se puede utilizar para identificar y distinguir diferentes cepas víricas o bacterianas. En la técnica de SDS-PAGE, el SDS se une al esqueleto de la proteína para generar una estructura peptídica uniforme y una relación entre la longitud y la carga del péptido, de forma que la movilidad de la proteína en el gel presenta una relación inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular. Por ejemplo, los patrones de proteínas del VHS separadas por técnicas electroforéticas se pueden utilizar para distinguir diferentes tipos y cepas de VHS-1 y VHS-2. Se pueden emplear anticuerpos con el fin de identificar proteínas específicas separadas por SDS-PAGE utilizando una técnica de Western blot (v. cap. 47). Las técnicas moleculares empleadas para identificar agentes infecciosos se resumen en la tabla 5-1.

 

Tabla 5-1
 
Técnicas moleculares
 


	Técnica 	Objetivo 	Ejemplos clínicos 
 


	RFLP 	Comparación de ADN 	Epidemiología molecular, cepas de VHS-1 
 
	Electroforesis del ADN 	Comparación de ADN 	Diferencias en las cepas del virus (hasta 20.000 bases) 
 
	Electroforesis en gel en campo pulsado 	Comparación de ADN (fragmentos grandes de ADN) 	Comparaciones entre cepas de estreptococos 
 
	Hibridación in situ
 	Detección y localización de secuencias de ADN en tejidos 	Detección del virus ADN que no se están replicando (p. ej., citomegalovirus, virus del papiloma humano) 
 
	Dot blot 	Detección de secuencias de ADN en solución 	Detección de ADN vírico 
 
	Southern blot 	Detección y caracterización de secuencias de ADN por su tamaño 	Identificación de cepas víricas específicas 
 
	Northern blot 	Detección y caracterización de secuencias de ARN por su tamaño 	Identificación de cepas víricas específicas 
 
	PCR 	Amplificación de muestras muy diluidas de ADN 	Detección del virus ADN 
 
	RT PCR 	Amplificación de muestras muy diluidas de ARN 	Detección del virus ARN 
 
	PCR en tiempo real 	Cuantificación de muestras muy diluidas de ADN y ARN 	Cuantificación del genoma del VIH: viremia 
 
	ADN de cadena ramificada 	Amplificación de muestras muy diluidas de ADN o ARN 	Cuantificación de virus ADN y ARN 
 
	Análisis de ADN mediante hibridación para captura de anticuerpos en solución 	Amplificación de muestras muy diluidas de ADN o ARN 	Cuantificación de virus ADN y ARN 
 
	SDS-PAGE 	Separación de proteínas por su peso molecular 	Epidemiología molecular del VHS 
  

ADN, ácido desoxirribonucleico; ARN, ácido ribonucleico; PCR, reacción en cadena de la polimerasa; RFLP, polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción; RT PCR, reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa; SDS-PAGE, electroforesis con dodecil sulfato sódico en gel de poliacrilamida; VHS-1, virus del herpes simple-1; VIH, virus de la inmunodeficiencia humana.











Preguntas


 ¿Qué procedimientos se pueden utilizar para los siguientes análisis, y por qué se utilizarían esos procedimientos?

1. Comparación de las principales especies bacterianas presentes en la flora normal de una persona delgada y de otra obesa.

2. Comparación de la flora bacteriana normal que se asocia a los abscesos bucales crónicos.

3. Un hombre de 37 años de edad tiene síntomas seudogripales. Se sospecha una infección vírica. Se debe identificar el microorganismo en una muestra de un lavado nasal.

4. La eficacia del tratamiento antirretrovírico en una paciente infectada por el VIH se puede evaluar cuantificando el número de genomas víricos en su sangre.

5. Se sospecha que un frotis de Papanicolaou contiene una infección por el virus del papiloma humano (VPH). ¿Cómo se puede detectar el VPH en la muestra?

6  Un niño nace con microcefalia, y se sospecha infección por el CMV. La orina contiene células con la morfología característica de las células infectadas por el CMV. ¿Cómo se puede verificar la infección por el CMV?

7. La resistencia a los antivíricos y la gravedad de la enfermedad se analizan en aislados del virus de la hepatitis C procedentes de adictos a drogas intravenosas.
 



Respuestas

1. El gen del ARN ribosómico 16S se amplifica mediante PCR utilizando primers universales que reconocen grandes grupos de bacterias, y después se amplifican y determinan secuencias específicas para identificar las bacterias y cepas individuales.

2. El gen del ARN ribosómico 16S se amplifica mediante PCR utilizando primers universales que reconocen grandes grupos de bacterias, y después se amplifican secuencias específicas del gen y se secuencian para determinar las bacterias y cepas individuales.

3. Puede aislarse ARN de las muestras, se convierte en ADN con transcriptasa inversa y después se amplifica con una mezcla de primers de ADN definidos mediante PCR (RT PCR). Posteriormente puede detectarse la presencia de secuencias víricas específicas mediante PCR utilizando primers específicos de virus.

4. Puede utilizarse RT PCR cuantitativa para determinar el número de copias del genoma. Si la paciente cumple el tratamiento, entonces se pueden secuenciar los genes víricos correspondientes para determinar la naturaleza de una mutante resistente.

5. La hibridación in situ se puede utilizar para demostrar la presencia de secuencias del ADN del VPH dentro de las células del frotis de Papanicolaou.

6. Se puede utilizar la hibridación in situ para demostrar la presencia de secuencias de ADN del CMV dentro de las células de la orina. También puede utilizarse la PCR para detectar secuencias víricas en la orina o la sangre del lactante.

7. Las secuencias del genoma vírico se pueden detectar mediante análisis por RT PCR del ARN aislado de la sangre. Posteriormente se pueden amplificar genes específicos, que se secuencian después para determinar la base de la resistencia.
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Diagnóstico serológico




Las técnicas inmunológicas se utilizan para detectar, identificar y cuantificar antígenos en muestras clínicas, así como para evaluar la respuesta humoral frente a la infección y los antecedentes de exposición a agentes infecciosos de un individuo. La especificidad de la interacción antígeno-anticuerpo y la sensibilidad de muchas de las técnicas inmunológicas las convierten en unas poderosas herramientas de laboratorio (tabla 6-1). En la mayoría de los casos se puede adaptar la misma técnica para evaluar el antígeno y el anticuerpo. Dado que el diseño de un gran número de pruebas serológicas pretende obtener un resultado positivo o negativo, la cuantificación de la potencia de un anticuerpo se obtiene en forma de título. El título de un anticuerpo se define como la mayor dilución de una muestra que mantiene una actividad detectable.
 

Tabla 6-1
 
Técnicas inmunológicas seleccionadas
 


	Técnica 	Objetivo 	Ejemplos clínicos 
 


	Inmunodifusión doble de Ouchterlony 	Detectar y comparar antígenos y anticuerpos 	Antígenos y anticuerpos fúngicos 
 
	Inmunofluorescencia 	Detección y localización de antígenos 	Antígenos víricos en biopsia (rabia, virus herpes simple) 
 
	Enzimoinmunoanálisis (EIA) 	Igual que para la inmunofluorescencia 	Igual que para la inmunofluorescencia 
 
	Citometría de flujo con inmunofluorescencia 	Análisis de la población de células positivas para antígenos 	Inmunofenotipificación 
 
	ELISA 	Cuantificación de antígenos y anticuerpos 	Antígenos víricos (rotavirus); anticuerpos víricos (anti-VIH) 
 
	Western blot 	Detección de anticuerpos específicos de antígeno 	Confirmación de seropositividad anti-VIH 
 
	Radioinmunoanálisis (RIA) 	Igual que ELISA 	Igual que ELISA 
 
	Fijación del complemento 	Cuantificación del título de anticuerpos específicos 	Anticuerpos fúngicos, víricos 
 
	Inhibición de la hemaglutinación 	Título de anticuerpos antivíricos; serotipo de cepa vírica 	Seroconversión de la cepa actual de gripe; identificación de gripe 
 
	Aglutinación con látex 	Cuantificación y detección de antígenos y anticuerpos 	Factor reumatoide; antígenos fúngicos; antígenos estreptocócicos 
  

ELISA, enzimoinmunoanálisis por adsorción; VIH, virus de la inmunodeficiencia humana.




Anticuerpos

Los anticuerpos se pueden utilizar como herramientas sensibles y específicas para detectar, identificar y cuantificar los antígenos de un virus, una bacteria o un parásito. Los anticuerpos específicos se pueden obtener del suero de pacientes convalecientes (p. ej., anticuerpos antivíricos) o bien se pueden preparar en animales. Estos anticuerpos son policlonales; es decir, son preparaciones heterogéneas de anticuerpos que pueden reconocer numerosos epítopos en un único antígeno. Los anticuerpos monoclonales reconocen epítopos individuales en un antígeno. Se han comercializado anticuerpos monoclonales frente a algunos antígenos, especialmente para antígenos de superficie de linfocitos.
 
El desarrollo de la tecnología de los anticuerpos monoclonales revolucionó la ciencia de la inmunología. Por ejemplo, la especificidad de estos anticuerpos ha permitido identificar subpoblaciones de linfocitos (p. ej., linfocitos T CD4 y CD8) y antígenos de superficie de células linfocíticas. Los anticuerpos monoclonales son los productos de células híbridas generadas por la fusión y clonación de células esplénicas de ratón inmunizado y células mielomatosas, como consecuencia de lo cual se produce un hibridoma. El mieloma inmortaliza a los linfocitos B esplénicos productores de anticuerpos. Cada clon de hibridoma es una fábrica de una molécula de anticuerpo, y genera un anticuerpo monoclonal que reconoce sólo un epítopo. Los anticuerpos monoclonales también se preparan mediante técnicas de ingeniería genética y se «humanizan» para uso terapéutico.
 
Las ventajas de los anticuerpos monoclonales radican en la posibilidad de restringir su especificidad a un único epítopo antigénico y de la preparación en cultivos tisulares a «escala industrial». Una importante desventaja de los anticuerpos monoclonales es que muchas veces son demasiado específicos, de manera que es posible que un anticuerpo monoclonal específico para un epítopo de un antígeno vírico de una cepa no sea capaz de detectar cepas diferentes de ese mismo virus.
 



Métodos de detección

Los complejos antígeno-anticuerpo se pueden detectar directamente por técnicas de precipitación o marcando el anticuerpo con una sonda radiactiva, fluorescente o enzimática, o indirectamente por la medición de una reacción dirigida por el anticuerpo, como la fijación del complemento.
 
Técnicas de precipitación e inmunodifusión

Se pueden distinguir los complejos antígeno-anticuerpo específicos y las reacciones cruzadas mediante técnicas de inmunoprecipitación. Dentro de un intervalo limitado de concentración tanto de antígenos como de anticuerpos, denominado zona de equivalencia, el anticuerpo reticula el antígeno para formar un complejo que es excesivamente grande para permanecer en solución y termina por precipitar. Esta técnica se basa en la naturaleza multivalente de las moléculas de anticuerpo (p. ej., la inmunoglobulina [Ig] G posee dos dominios de unión al antígeno). Los complejos antígeno-anticuerpo son solubles a unas relaciones de concentración de antígeno con respecto a anticuerpo situadas por encima y por debajo de la concentración de equivalencia.
 
Varias técnicas de inmunodifusión incorporan el concepto de equivalencia para determinar la identidad de un antígeno o la presencia de un anticuerpo. La inmunodifusión radial simple se puede utilizar para detectar y cuantificar un antígeno. En esta técnica, el antígeno se coloca en un pocillo y se permite que difunda en un agar que contenga anticuerpo. Cuanto mayor sea la concentración del antígeno, más lejos difundirá hasta alcanzar la equivalencia con el anticuerpo en el agar y precipitará en forma de anillo alrededor del pocillo.
 
La técnica de inmunodifusión doble de Ouchterlony se aplica para determinar las relaciones existentes entre diferentes antígenos, como se muestra en la figura 6-1. En esta técnica se colocan soluciones de antígeno y anticuerpo en pocillos separados abiertos en agar y se permite que difundan uno hacia el otro para establecer los gradientes de concentración de cada sustancia. En la zona en la que las concentraciones alcanzan la equivalencia se forma una línea de precipitación visible. Basándose en este patrón de líneas de precipitación, esta técnica también se emplea para determinar si las muestras son idénticas, si comparten algún epítopo, pero no todos (identidad parcial), o bien si se trata de muestras diferentes. Esta técnica se usa para detectar anticuerpos de antígenos micóticos (p. ej., género Histoplasma, género Blastomyces, coccidioidomicosis).
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Figura 6-1 Análisis de antígenos y anticuerpos por inmunoprecipitación. La precipitación de la proteína se produce en el punto de equivalencia, en el cual el anticuerpo multivalente forma grandes complejos con el antígeno. A, Inmunodifusión doble de Ouchterlony. El antígeno y el anticuerpo difunden desde pocillos, se encuentran y forman una línea de precipitación. Si se colocan antígenos idénticos en pocillos adyacentes, la concentración de antígenos entre ellos se duplica y no se produce precipitación en esta región. Si se utilizan diferentes antígenos, se producen dos líneas diferentes de precipitación. Si una muestra comparte antígeno pero no es idéntico, se producirá una única línea para la totalidad del antígeno. B, Contrainmunoelectroforesis. Esta técnica es similar al método de Ouchterlony, pero el movimiento del antígeno es facilitado por electroforesis. C, Inmunodifusión radial simple. Esta técnica implica la difusión del antígeno en un gel que contiene anticuerpos. Los anillos de precipitación indican reacción inmunitaria y el área del anillo es proporcional a la concentración del antígeno. D, Electroforesis «en cohete». Los antígenos se separan por electroforesis en un gel de agar que contiene anticuerpos. La longitud del «cohete» indica la concentración del antígeno. E, Inmunoelectroforesis. Se coloca el antígeno en un pocillo y se separa por electroforesis. Después se coloca anticuerpo en un surco y se forman líneas de precipitación a medida que el antígeno y el anticuerpo difunden el uno hacia el otro. 
 
 
 

En otras técnicas de inmunodifusión, el antígeno se puede separar por electroforesis en agar para después reaccionar con el anticuerpo (inmunoelectroforesis), se puede transferir por medio de electroforesis a agar que contenga anticuerpos (electroforesis «en cohete») o bien el antígeno y el anticuerpo se pueden colocar en pocillos separados y permitir que se desplacen electroforéticamente el uno hacia el otro (contrainmunoelectroforesis).

 





Inmunoanálisis para antígenos asociados a células (inmunohistología)

Los antígenos existentes en la superficie o el interior de la célula se pueden detectar por inmunofluorescencia o enzimoinmunoanálisis (EIA). En la inmunofluorescencia directa una molécula fluorescente se une de forma covalente al anticuerpo (p. ej., anticuerpo antivírico de conejo marcado con isotiocianato de fluoresceína [FITC]). En la inmunofluorescencia indirecta se utiliza un segundo anticuerpo fluorescente específico para el anticuerpo primario (p. ej., anticuerpo de cabra anticonejo marcado con FITC) con el fin de detectar el anticuerpo antivírico primario y localizar el antígeno (figs. 6-2 y 6-3). En el EIA, una enzima, como la peroxidasa del rábano picante o la fosfatasa alcalina, se conjuga con el anticuerpo y convierte un sustrato en un cromóforo si hay unión con el antígeno. Otra posibilidad es la localización de un anticuerpo modificado por la unión de una molécula de biotina (la vitamina) por su gran afinidad de unión a moléculas de avidina o estreptavidina. Una molécula fluorescente o una enzima pueden modificar la molécula de avidina o estreptavidina con el fin de facilitar su detección. Estas técnicas son útiles para el análisis de muestras de biopsias tisulares, células sanguíneas y células de cultivo.
 

[image: image]  

Figura 6-2 Inmunofluorescencia e inmunoanálisis enzimático para la localización de antígenos en células. El antígeno se puede detectar por análisis directo con anticuerpos antivíricos modificados de forma covalente con una enzima o una sonda fluorescente, o por análisis indirecto utilizando un anticuerpo antivírico y una antiinmunoglobulina modificada químicamente. La enzima convierte el sustrato en un precipitado, cromóforo o luz. 
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Figura 6-3 Localización por inmunofluorescencia de células nerviosas infectadas por el virus del herpes simple en un corte de cerebro de un paciente con encefalitis herpética. (De Emond RT, Rowland HAK: A color atlas of infectious diseases, 2.ª ed., Londres, 1987, Wolfe.) 
 
 


El citómetro de flujo se puede utilizar para analizar la inmunofluorescencia de células en suspensión y es especialmente útil para identificar y cuantificar linfocitos (inmunofenotipificación). La citometría de flujo emplea un láser para excitar el anticuerpo fluorescente unido a la célula y determinar el tamaño de ésta por medio de determinaciones de la dispersión de luz. Las células fluyen a través del láser a velocidades de más de 5.000 células por segundo y el análisis se efectúa por métodos electrónicos. El separador de células activadas por fluorescencia (SCAF) es un citómetro de flujo que también puede aislar subpoblaciones específicas de células para su crecimiento en cultivo tisular basándose en su tamaño e inmunofluorescencia.
 
Los datos obtenidos del citómetro de flujo habitualmente se presentan en forma de histograma con la intensidad de fluorescencia en el eje x y el número de células en el eje y, o en forma de un diagrama de puntos en el cual se compara más de un parámetro para cada célula. El citómetro de flujo puede efectuar un análisis diferencial de los leucocitos y comparar poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 de manera simultánea (fig. 6-4). La citometría de flujo también es útil para analizar el crecimiento celular con posterioridad al marcado fluorescente del ácido desoxirribonucleico (ADN) y otras aplicaciones de la fluorescencia.
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Figura 6-4 Citometría de flujo. A, El citómetro de flujo evalúa parámetros de las células individuales a medida que las células fluyen a través de un rayo láser a flujos de más de 5.000 por segundo. El tamaño y la granularidad de las células se determinan por la dispersión de la luz (DL), y la expresión del antígeno se evalúa por inmunofluorescencia (F), utilizando anticuerpos marcados con diferentes sondas fluorescentes. Los gráficos B a D representan el análisis de linfocitos T de un paciente normal. B, El análisis de dispersión de la luz se utilizó para definir los linfocitos (Li), los monocitos (Mo) y los leucocitos polimorfonucleares (PMN) (neutrófilos). C, Los linfocitos se analizaron para determinar la expresión de CD3 para identificar linfocitos T (presentados en un histograma). D, Se identificaron linfocitos T CD4 y CD8. Cada punto representa un linfocito T. (Datos cortesía del Dr. Tom Alexander, Akron, Ohio.) 
 
 





Inmunoanálisis para anticuerpos y antígenos solubles

La técnica de enzimoinmunoanálisis por adsorción (ELISA) utiliza un antígeno inmovilizado en una superficie, una bolita o un filtro de plástico con el objeto de capturar y separar un anticuerpo específico de otros anticuerpos presentes en el suero de un paciente (fig. 6-5). El anticuerpo del paciente así fijado se detecta posteriormente por medio de un anticuerpo antihumano unido por un enlace covalente a una enzima (p. ej., peroxidasa del rábano picante, fosfatasa alcalina, β-galactosidasa). Se cuantifica por espectrofotometría en función de la intensidad del color producido como respuesta a la conversión de un sustrato adecuado por la enzima. Se puede determinar la concentración real del anticuerpo específico por comparación con la reactividad de soluciones estándar de anticuerpos humanos. Las diversas modalidades de los análisis de ELISA difieren en la forma en la que capturan o detectan los anticuerpos o los antígenos.
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Figura 6-5 Enzimoinmunoanálisis para la cuantificación de anticuerpos o antígenos. A, Detección de anticuerpos. 1, un antígeno vírico obtenido de células infectadas, viriones o ingeniería genética se fija a la superficie; 2, se agrega suero del paciente y se permite que se una al antígeno. Los anticuerpos no fijados se eliminan a través de un lavado; 3, se agrega anticuerpo antihumano conjugado con una enzima y se elimina lavando el anticuerpo no fijado; 4, se agrega un sustrato que se convierte (5) en cromóforo, precipitado o luz. B, Captura y detección del antígeno. 1, se fija a la superficie un anticuerpo antivírico; 2, se agrega una muestra que contiene antígeno y se elimina por lavado el antígeno no fijado; 3, se agrega un segundo anticuerpo antivírico para detectar el antígeno capturado; 4, se agrega un antígeno humano conjugado con una enzima, se efectúa un lavado y se añade un sustrato (5) el cual se convierte (6) en cromóforo, precipitado o luz. 
 
 
 

Las pruebas de ELISA también se pueden aplicar a la cuantificación de un antígeno soluble en una muestra de un paciente. En estos análisis, el antígeno soluble es capturado y concentrado por un anticuerpo inmovilizado y después se detecta con un anticuerpo diferente marcado con una enzima. Un ejemplo de un análisis de ELISA que se utiliza comúnmente es la prueba doméstica de embarazo con la hormona gonadotropina coriónica humana.
 
El Western blot es una variante del análisis de ELISA. Esta técnica transfiere a un papel de filtro (p. ej., nitrocelulosa, nailon) proteínas víricas separadas por electroforesis según su peso molecular o su carga. Cuando se exponen al suero del paciente, las proteínas inmovilizadas capturan los anticuerpos antivíricos específicos y se visualizan mediante anticuerpos antihumanos conjugados con enzimas. Esta técnica muestra las proteínas reconocidas por el suero del paciente. El Western blot se usa para confirmar los resultados del análisis de ELISA en sujetos con sospecha de infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (fig. 6-6; v. también fig. 47-7).
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Figura 6-6 Análisis de Western blot. Las proteínas se separan por electroforesis con dodecil sulfato sódico en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), se transfieren a un filtro de nitrocelulosa (NC) y se incuban con antisuero específico del antígeno o el paciente (1° Ac) y posteriormente con suero antihumano conjugado con enzimas (2° Ac). La conversión enzimática del sustrato identifica el antígeno. 
 
 
 

En el radioinmunoanálisis (RIA) se emplean anticuerpos o antígenos marcados con sondas radiactivas (p. ej., yodo 125) para cuantificar complejos antígeno-anticuerpo. El radioinmunoanálisis se puede efectuar como un análisis de captura, como se describió anteriormente para el análisis de ELISA, o también como un análisis de competencia. En un análisis de competencia, los anticuerpos presentes en el suero de un paciente se cuantifican en función de su capacidad de competir con un anticuerpo marcado radiactivamente en el laboratorio y reemplazarlo en los complejos antígeno-anticuerpo. Los complejos antígeno-anticuerpo se precipitan y se separan de los anticuerpos libres y se mide la radiactividad de las dos fracciones. La cantidad de anticuerpos del paciente se cuantifica posteriormente a partir de curvas de referencia ya preparadas utilizando cantidades conocidas del anticuerpo competidor. El ensayo radioalergoadsorbente es una variante del RIA de captura en el cual se usan anticuerpos anti-IgE marcados radiactivamente para detectar respuestas específicas a un alérgeno.
 
La fijación del complemento representa una prueba serológica estándar, aunque entraña diversas dificultades a nivel técnico (cuadro 6-1). En esta prueba, la muestra de suero del paciente reacciona con el antígeno del laboratorio y complemento adicional. Los complejos antígeno-anticuerpo se unen, activan y fijan al complemento (consumen). A continuación se analiza el complemento residual por medio de la lisis de eritrocitos recubiertos de anticuerpos. Los anticuerpos medidos con este sistema generalmente se desarrollan en una fase ligeramente posterior de la evolución de una enfermedad que los determinados mediante otras técnicas.
 

 



Cuadro 6-1    Análisis serológicos  



Fijación del complemento

Inhibición de la hemaglutinación*


Neutralización*


Inmunofluorescencia (directa e indirecta)

Aglutinación con látex

Enzimoinmunoanálisis in situ (EIA)

Enzimoinmunoanálisis por adsorción (ELISA)

Radioinmunoanálisis (RIA)
 



* Para la detección de anticuerpos o determinación del serotipo del virus.







En los análisis de inhibición de anticuerpos se aprovecha la especificidad de un anticuerpo para evitar una infección (neutralización) u otra actividad (inhibición de la hemaglutinación) para identificar la cepa del agente responsable de la infección, habitualmente un virus, o bien para cuantificar las respuestas de anticuerpos a una cepa específica de un virus. Por ejemplo, la inhibición de la hemaglutinación se emplea para distinguir diferentes cepas de virus de la gripe A. Estos análisis se tratan con más detalle en el capítulo 57.
 
La aglutinación con látex es una prueba rápida y técnicamente simple para la detección de un anticuerpo o un antígeno soluble. Los anticuerpos específicos de un virus hacen que las partículas de látex recubiertas de antígenos víricos se agrupen. A la inversa, las partículas de látex recubiertas de anticuerpos se emplean para detectar antígenos víricos solubles. En la hemaglutinación pasiva se utilizan como indicadores eritrocitos modificados antigénicamente en lugar de partículas de látex.
 



Serología

La respuesta inmunitaria humoral de un paciente proporciona un historial de sus infecciones. La serología se emplea con el fin de identificar el agente responsable de la infección, evaluar la evolución de una infección o determinar la naturaleza de la infección: infección primaria frente a reinfección, aguda frente a crónica. Los datos serológicos de una infección se obtienen a partir del tipo y el título de los anticuerpos y la identidad de las dianas antigénicas. Estas pruebas se usan para identificar virus y otros agentes difíciles de aislar y cultivar en el laboratorio o que causan enfermedades de evolución más lenta (cuadro 6-2).

 

 



Cuadro 6-2    Virus diagnosticados por serología*  



Virus de Epstein-Barr

Virus de la rubéola

Virus de las hepatitis A, B, C, D y E

Virus de la inmunodeficiencia humana

Virus de la leucemia humana de linfocitos T

Arbovirus (virus de la encefalitis)
 



* Las pruebas serológicas también se utilizan para determinar el estado inmunitario de una persona respecto a otros virus.




 

La concentración relativa de anticuerpos se considera como un título. Un título es el inverso de la mayor dilución, o menor concentración (p. ej., dilución de 1:64 = título de 64), del suero de un paciente que conserva actividad en uno de los análisis antes descritos. Se puede evaluar la cantidad de inmunoglobulinas reactivas IgM, IgG, IgA o IgE por medio del uso de un segundo anticuerpo antihumano marcado que sea específico para el isotipo de anticuerpo.
 
La serología se utiliza para determinar el estado de evolución de una infección. La seroconversión tiene lugar cuando se producen anticuerpos como respuesta a una infección primaria. El anticuerpo IgM específico, fabricado durante las primeras 2 o 3 semanas de una infección primaria, constituye un buen indicador de una infección primaria reciente. Una posterior reinfección o recurrencia originan una respuesta de memoria (secundaria o de refuerzo). No obstante, los títulos de anticuerpos pueden mantenerse elevados en aquellos pacientes afectados por una infección que recurre con frecuencia (p. ej., virus del herpes). La seroconversión o la reinfección vienen indicadas por el hallazgo de un aumento de al menos cuatro veces del título de anticuerpos entre el suero obtenido en la fase aguda de la enfermedad y el obtenido 2 o 3 semanas más tarde durante la fase de convalecencia. Una dilución seriada doble no distingue entre las muestras con 512 y 1.023 unidades de anticuerpo, ya que ambas reaccionarían en una dilución de 512, pero no en una de 1.024, y ambos resultados serían considerados como títulos de 512. Por otra parte, unas muestras con 1.020 y 1.030 unidades no son significativamente diferentes, pero serían consideradas como títulos de 512 y 1.024, respectivamente.
 
La serología también se puede utilizar para determinar el estadio de una infección más lenta o crónica (p. ej., hepatitis B o mononucleosis infecciosa causada por el virus de Epstein-Barr) en función de la presencia de anticuerpos frente a antígenos microbianos específicos. Los primeros anticuerpos que se detectan son los dirigidos contra los antígenos más accesibles al sistema inmunitario (p. ej., en el virión, en la superficie de las células infectadas, secretados). En una fase posterior de la evolución de la infección en la que el virus responsable de la infección o la respuesta inmunitaria celular han lisado las células, se detectan anticuerpos dirigidos contra las proteínas intracelulares.
 







Preguntas


Describa el procedimiento o procedimientos diagnósticos (moleculares o inmunológicos) que serían más apropiados para cada una de las siguientes aplicaciones:

1. Determinación de los pesos moleculares aparentes de las proteínas del VIH

2. Detección del virus del papiloma humano 16 (un virus no replicante) en un frotis de Papanicolaou

3. Detección del virus del herpes simple (VHS) (un virus replicante) en un frotis de Papanicolaou

4. Presencia de antígenos micóticos de Histoplasma en el suero de un paciente

5. Concentraciones de linfocitos T CD4 y CD8 en la sangre de un paciente con VIH

6. La presencia de anticuerpos y el título de los anticuerpos anti-VIH

7. Diferencias genéticas entre dos VHS (virus de ADN)

8. Diferencias genéticas entre dos virus paragripales (virus de ácido ribonucleico)

9. Cantidad de antígeno de rotavirus en heces

10. Detección de estreptococos del grupo A y su diferenciación de otros grupos de estreptococos
 



Respuestas

1. Son adecuados la electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida para separar las proteínas, y el Western blot para identificar las proteínas del VIH.

2. Se pueden utilizar métodos para la detección del genoma, como hibridación in situ del frotis de Papanicolaou o reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de las células obtenidas durante el procedimiento, porque las proteínas del virus serían indetectables.

3. Se pueden ver efectos citopatológicos, como sincitios y cuerpos de inclusión de Cowdry de tipo A, en los frotis de Papanicolaou. Pueden utilizarse métodos para la detección del genoma, como hibridación in situ del frotis de Papanicolaou o PCR del ADN obtenido de las células, o métodos inmunológicos para detectar los antígenos del virus, para detectar la presencia del virus.

4. Se puede utilizar un método de difusión de anticuerpos de Ouchterlony o un método de ELISA para detectar antígenos fúngicos.

5. Probablemente la citometría de flujo con inmunofluorescencia sea el mejor método para identificar y cuantificar los linfocitos T CD4 y CD8.

6. Se utiliza ELISA para detectar la presencia y el título de anticuerpos anti-VIH como técnica de cribado para el aporte de sangre. El Western blot con el suero del paciente se utiliza como método cualitativo para confirmar los resultados del método de ELISA.

7. Se puede utilizar el polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción o la PCR para detectar diferencias genéticas entre cepas o tipos de VHS.

8. Se puede utilizar PCR con transcriptasa inversa para distinguir dos virus paragripales.

9. El rotavirus en las heces se puede cuantificar mediante ELISA. La microscopia electrónica inmunitaria es un método cualitativo.

10. Puede detectarse Streptococcus del grupo A mediante técnicas de ELISA, entre ellas métodos rápidos (similares a las pruebas de embarazo de venta sin receta) para detectar estreptolisina A y S. Se pueden utilizar técnicas más sofisticadas, como electroforesis de los fragmentos de restricción del cromosoma en gel con campo pulsado y PCR, para distinguir diferentes cepas. También se dispone de tecnología para secuenciar porciones del genoma de las diferentes cepas, para la comparación.
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Elementos de las respuestas protectoras del hospedador




Vivimos en un mundo microbiano y nuestros cuerpos están expuestos constantemente a las bacterias, los hongos, los parásitos y los virus. Las defensas de nuestros cuerpos contra este ataque son similares a una defensa militar. Los mecanismos iniciales de defensa son las barreras, como la piel, el ácido y la bilis del tubo digestivo y el moco que inactivan y evitan la entrada de sustancias extrañas. Si estas barreras están deterioradas o el microbio consigue entrar de otra forma, la milicia local de las respuestas innatas tiene que congregarse rápidamente para el ataque y evitar la expansión de la invasión. Al principio se lanzan moléculas tóxicas (defensinas y otros péptidos, el complemento) contras los microbios y después se ingieren y destruyen (neutrófilos y macrófagos) mientras otras moléculas facilitan su ingestión haciéndolas adherentes (complemento, lectinas y anticuerpos). Una vez activadas, estas respuestas envían una alarma (complemento, citocinas y quimiocinas) a otras células y abren el sistema vascular (complemento, citocinas) para proporcionar acceso a la zona. Por último, si estos pasos no son eficaces, las respuestas innatas activan una campaña importante dirigida específicamente contra el invasor mediante las respuestas inmunitarias específicas del antígeno (linfocitos B, anticuerpo y linfocitos T) al coste que sea preciso (inmunopatogenia). De igual forma, el conocimiento de las características del enemigo (antígenos) mediante la inmunización hace posible que el cuerpo organice una respuestas más rápida y eficaz (activación de linfocitos B y T memoria) contra el nuevo ataque.
 
Los diferentes elementos del sistema inmunitario interaccionan y se comunican empleando moléculas solubles e interacciones intercelulares directas. Estas interacciones proporcionan los mecanismos para activar y controlar las respuestas protectoras. Por desgracia, las respuestas protectoras a algunas sustancias infecciosas son insuficientes; en otros casos, la respuesta al ataque es excesiva. En ambos casos, se produce la enfermedad.
 

Activadores solubles y estimuladores de las funciones innatas e inmunitarias

Las células innatas e inmunitarias se comunican mediante interacciones de receptores específicos de la superficie celular con moléculas solubles, entre ellas los productos de escisión del complemento, las citocinas, los interferones y las quimiocinas. Las citocinas son proteínas parecidas a las hormonas que estimulan y regulan las células para activar y regular las respuestas innata e inmunitaria (tabla 7-1 y cuadro 7-1). Los interferones son proteínas producidas en respuesta a infecciones víricas y de otro tipo (interferón α e interferón β) o en la activación de la respuesta inmunitaria (interferón γ); promueven las respuestas antivíricas y antitumorales y estimulan las respuestas inmunitarias (v. cap. 8). Las quimiocinas son proteínas pequeñas (aproximadamente 8.000 Da) que atraen a las células específicas a los sitios de inflamación y a otros sitios importantes desde el punto de vista inmunitario. Los neutrófilos, los basófilos, los linfocitos citolíticos naturales (espontáneos), los monocitos y los linfocitos T expresan receptores y pueden activarse mediante quimiocinas específicas. Las quimiocinas y otras proteínas (p. ej., los productos C3a y C5a de la cascada del complemento) son factores quimiotácticos que establecen una vía química para atraer células fagocíticas e inflamatorias al sitio de la infección. Los desencadenantes que estimulan la producción de estas moléculas y las consecuencias de las interacciones con sus receptores en las células específicas determinan la naturaleza de las respuestas innata e inmunitaria.
 

Tabla 7-1
 
Citocinas y quimiocinas
 



	Factor 	Fuente 	Objetivo principal 	Función 
 

	
Respuestas innatas y de fase aguda




	IFN-α, IFN-β 	Leucocitos, pDC, fibroblastos y otras células 	Células infectadas por virus, células tumorales, linfocitos NK 	Inducción del estado antivírico; activación de los linfocitos NK, aumento de la inmunidad celular 
 
	IL-1α, IL-1β 	Macrófagos, DC, fibroblastos, células epiteliales, células endoteliales 	Linfocitos T, linfocitos B, PMN, tejido, sistema nervioso central, hígado, etc. 	Muchas acciones: promoción de las respuestas inflamatorias y de fase aguda, fiebre, activación de linfocitos T y macrófagos 
 
	TNF-α (caquectina) 	Similar a IL-1 	Macrófagos, linfocitos T, linfocitos NK, células epiteliales y muchas otras 	Similar a IL-1 y además antitumoral, deterioro progresivo (caquexia, pérdida de peso), septicemia, activación endotelial 
 
	IL-6 	DC, macrófagos, linfocitos T y linfocitos B, fibroblastos, células epiteliales, células endoteliales 	Linfocitos T y linfocitos B, hepatocitos 	Estimulación de las respuestas inflamatorias y de fase aguda, crecimiento y desarrollo de linfocitos T y linfocitos B 
 
	IL-12, IL-23 	DC, macrófago 	Linfocitos NK, linfocitos TH1, TH17, CD4 	Activación de respuestas inflamatorias y mediadas por los linfocitos T, producción de IFN-γ 
 	
Crecimiento y diferenciación




	Factores estimuladores de colonias (p. ej., GM-CSF) 	Linfocitos T, células estromales 	Células progenitoras 	Crecimiento y diferenciación de tipos de célula específicos, hematopoyesis 
 
	IL-3 	Linfocitos T CD4, queratinocitos 	Células progenitoras 	Hematopoyesis 
 
	IL-7 	Médula ósea, estroma 	Células precursoras y células progenitoras 	Crecimiento de los prelinfocitos B, timocitos, linfocitos T y linfocitos citotóxicos 
 	
Respuestas TH1 y TH17




	IL-2 	Linfocitos T CD4 (TH0, TH1) 	Linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK 	Crecimiento de linfocitos T y linfocitos B, activación de NK 
 
	IFN-γ 	Linfocitos TH1 CD4, linfocitos NK 	Macrófagos*, CD, linfocitos T, linfocitos B 	Activación del macrófago, promoción del cambio de clase a IgG, inflamación y respuestas TH1 pero inhibición de respuestas TH2 
 
	TNF-β 	Linfocitos TH1 CD4 	PMN, tumores 	Linfotoxina: muerte tumoral, activación de PMN, activación endotelial 
 
	IL-17 	Linfocitos TH17 CD4 	Células epiteliales, endoteliales y fibroblásticas, neutrófilos 	Activación del tejido para promover la inflamación, incluso en presencia de TGF-β 
 	
Respuestas TH2




	IL-4 	Linfocitos T CD4 (TH0, TH2) 	Linfocitos B y linfocitos T 	Crecimiento de linfocitos T y linfocitos B; producción de IgG, IgA, IgE; respuestas TH2 
 
	IL-5 	Linfocitos TH2 CD4 	Linfocitos B, eosinófilos 	Crecimiento y diferenciación de linfocitos B, producción de IgG, IgA e IgE, producción de eosinófilos, respuestas alérgicas 
 
	IL-10 	Linfocitos TH2 CD4 y linfocitos Treg 	Linfocitos B, linfocitos TH1 CD4 	Crecimiento de linfocitos B, inhibición de la respuesta TH1 
 	
Respuesta reguladora




	TGF-β 	Linfocitos Treg CD4 	Linfocitos B, linfocitos T, macrófagos 	Inmunosupresión de linfocitos B, linfocitos T, linfocitos NK y macrófagos; promoción de tolerancia oral, curación de heridas, producción de IgA 
 	
Quimiocinas




	Quimiocinas α: quimiocinas CXC; dos cisteínas separadas por un aminoácido (IL-8; IP-10; GRO-α, GRO-β, GRO-γ) 	Muchas células 	Neutrófilos, linfocitos T, macrófagos 	Quimiotaxis, activación 
 
	Quimiocinas β: quimiocinas CC; dos cisteínas adyacentes (MCP-1; MIP-α; MIP-β; RANTES) 	Muchas células 	Linfocitos T, macrófagos, basófilos 	Quimiotaxis, activación 
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CD, grupo de diferenciación; DC, células dendríticas; GM-CSF, factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos; GRO-γ, oncogén γ relacionado con el crecimiento; IFN-α, β, γ, interferón α, β, γ; Ig, inmunoglobulina; IL, interleucina; IP, proteína del interferón α; MCP, proteína quimiotáctica del monocito; MIP, proteína inflamatoria del macrófago; NK, linfocitos citolíticos (espontáneos); pDC, células dendríticas plasmacitoides; PMN, leucocito polimorfonuclear; RANTES, citocina expresada y secretada por el linfocito T normal en función de su grado de activación; TGF-β, factor de crecimiento transformador β; TH, (linfocito) T cooperador; TNF-α, factor de necrosis tumoral α.

* Se aplica a una o más células del linaje monocito macrofágico.
 




Cuadro 7-1    Principales células productoras de citocinas  
 
Innatas (respuestas de fase aguda)



Células dendríticas, macrófagos, otras: IL-1, TNF-α, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23, GM-CSF, quimiocinas, IFN-α, IFN-β
 
Inmunitarias: linfocitos T (CD4 y CD8)



Linfocitos TH1: IL-2, IL-3, GM-CSF, IFN-γ, TNF-α, TNF-β

Linfocitos TH2: IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-3, IL-9, IL-13, GM-CSF, TNF-α

Linfocitos TH17: IL-17, TNF-α

Linfocitos Treg: TGF-β e IL-10
 

GM-CSF, factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos; IFN-α, β, γ, interferón α, β, γ; IL, interleucina; TGF-β, factor de crecimiento transformador β; TNF-α, factor de necrosis tumoral α.
 
 




Células de la respuesta inmunitaria

En las respuestas inmunitarias intervienen células específicas con funciones definidas. Las características de las células más importantes del sistema inmunitario y su aspecto se muestran en la figura 7-1 y en las tablas 7-2 y 7-3.
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Figura 7-1 Morfología y linaje de las células implicadas en la respuesta inmunitaria. Las células progenitoras pluripotentes y las unidades formadoras de colonias (CFU) son células de vida larga capaces de reabastecer más células diferenciadas funcionales y diferenciadas en fase terminal. (De Abbas K y cols.: Cellular and molecular immunology, 5.ª ed., Filadelfia, 2003, WB Saunders.) 
 
 



Tabla 7-2
 
Células de la respuesta inmunitaria
 



	Células 	Características y funciones 
 

	
Células linfocíticas innatas




	Linfocitos NK 	Linfocitos granulares grandes
Marcadores: receptores para el Fc de anticuerpos, KIR
Matan células decoradas con anticuerpos e infectadas por virus o células tumorales (sin restricción por el MHC) 
 	
Células fagocíticas




	Neutrófilos 	Granulocitos con una vida corta, núcleo multilobulado y gránulos, formas en banda segmentadas (más inmaduros)
Fagocitan y matan bacterias (leucocitos polimorfonucleares) 
 
	Eosinófilos 	Núcleo bilobulado, citoplasma muy granulado
Marcador: tinción con eosina
Implicados en la defensa frente a los parásitos y la respuesta alérgica 
 
	Células fagocíticas presentadoras de antígenos (APC) 	Marcador: células que expresan el MHC de la clase II
Procesa y presenta el antígeno a los linfocitos T CD4 
 
	   Monocitos*
 	Núcleo con forma de herradura, lisosomas, gránulos
Precursores del linaje del macrófago y células dendríticas, liberación de citocinas 
 
	   Células dendríticas inmaduras 	Sangre y tejido
Citocinas en respuesta a la infección, procesan el antígeno 
 
	   Células dendríticas*
 	Ganglios linfáticos, tejido
Las APC más potentes, inician y determinan la naturaleza de la respuesta de los linfocitos T
 
 
	   Células de Langerhans*
 	Presencia en la piel
Como las células predendríticas 
 
	   Macrófagos*
 	Posible permanencia en el tejido, el bazo, los ganglios linfáticos y otros órganos; activados por IFN-γ y TNF
Marcadores: células granulares grandes; receptores para Fc y C3b
Las células activadas inician la respuesta inflamatoria y de fase aguda; las células activadas son antibacterianas, APC
 
 
	   Células de la microglía*
 	Presencia en SNC y encéfalo
Producen citocinas 
 
	   Células de Kupffer*
 	Presencia en el hígado
Filtran partículas de la sangre (p. ej., virus) 
 	
Células que responden al antígeno




	Linfocitos T (todos) 	Maduran en el timo; núcleo grande, citoplasma pequeño
Marcadores: CD2, CD3, receptor del linfocito T (TCR) 
 
	Linfocitos T TCR α/β CD4 	Linfocitos cooperadores/HRT; activación mediante las APC a través de la presentación del antígeno en MHC de la clase II
Producen citocinas; estimulan el crecimiento de linfocitos T y linfocitos B; promueven la diferenciación de linfocitos B (cambio de clase, producción de anticuerpos)
Subtipo TH1 (IL-2, IFN-γ, producción de LT): promueve defensas mediadas por anticuerpos y celulares (locales), HRT, linfocitos citolíticos T y anticuerpos
Subtipo TH2 (producción de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10): promueve respuestas humorales (sistémicas)
Subtipo TH17 (IL-17, TNF-α, IL-6): estimula la inflamación en presencia de TGF-β
Linfocitos T reguladores (Treg) (TGF-β, IL-10): controlan la activación de linfocitos T CD4 y CD8, importantes para la tolerancia inmunitaria 
 
	Linfocitos citolíticos T TCR α/β CD8 	
Reconocimiento del antígeno presentado por MHC de la clase I
Matan células infectadas por virus, tumorales y ajenas (trasplantadas); secretan citocinas TH1 
 
	Linfocitos T TCR α/β CD8 (linfocitos supresores) 	
Reconocimiento del antígeno presentado por MHC de la clase I
Supresión de la respuesta de los linfocitos T y los linfocitos B 
 
	Linfocitos T TCR γ/δ 	Marcadores: CD2, CD3, receptores del linfocito T γ/δ
Detector temprano de algunas infecciones bacterianas en tejidos y sangre 
 
	Linfocitos T NK 	Expresan receptores de linfocitos NK, TCR y CD3
Respuesta rápida a la infección, liberación de citocinas 
 	
Células que producen anticuerpos




	Linfocitos B 	Maduran en la médula ósea (el equivalente de la bolsa), placas de Peyer
Núcleo grande, citoplasma pequeño; activación mediante antígenos y factores de linfocitos T
Marcadores: anticuerpo de superficie, antígenos del MHC de la clase II
Producen anticuerpos y presentan antígenos 
 
	Células plasmáticas 	Núcleo pequeño, citoplasma grande
Diferenciación terminal, fábricas de anticuerpos 
 	
Otras células




	Basófilos/mastocitos 	Granulocíticos
Marcador: receptores para Fc de IgE
Liberan histamina, proporcionan la respuesta alérgica, son antiparasitarios 
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HRT, hipersensibilidad de tipo retardado; IFN-γ, interferón γ; Ig, inmunoglobulina; IL, interleucina; KIR, receptores inmunoglobulínicos de linfocito citolítico; LT, linfotoxina; MHC, complejo principal de histocompatibilidad; NK, linfocito citolítico espontáneo; SNC, sistema nervioso central; TCR, receptor del linfocito T; TGF-β, factor de crecimiento transformador β; TH, (linfocito) T cooperador; TNF-α, factor de necrosis tumoral α.

* Linaje monocito/macrófago.
 


Tabla 7-3
 
Cifras normales de células sanguíneas
 


	
	Número medio por microlitro 	Límites normales 
 


	Leucocitos 	7.400 	4.500-11.000 
 
	Neutrófilos 	4.400 	1.800-7.700 
 
	Eosinófilos 	200 	0-450 
 
	Basófilos 	40 	0-200 
 
	Linfocitos 	2.500 	1.000-4.800 
 
	Monocitos 	300 	0-800 
  

De Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS: Cellular and molecular immunology, 4.ª ed., Filadelfia, 2000, WB Saunders.
 

Los leucocitos pueden distinguirse según su 1) forma, 2) tinción histológica, 3) funciones inmunitarias y 4) marcadores intracelulares y de la superficie celular. Los linfocitos B y T pueden distinguirse porque expresan receptores para el antígeno en su superficie, la inmunoglobulina en los linfocitos B y el receptor del linfocito T en los linfocitos T. Se emplean anticuerpos monoclonales para distinguir subgrupos de los diferentes tipos de células según sus marcadores de la superficie celular. Estos marcadores se han definido dentro de grupos de diferenciación y los marcadores indicados por números «CD» (grupo de diferenciación) (tabla 7-4). Además, todas las células nucleadas expresan antígenos del MHC de la clase I (MHC I) (seres humanos: HLA-A, HLA-B, HLA-C).
 

Tabla 7-4
 
Selección de marcadores CD importantes
 



	Marcadores CD 	Identidad y función 	Célula 
 


	CD1d 	Similar al MHC I, presentación de antígeno no peptídico 	DC, macrófago 
 
	CD2 (LFA-3R) 	Receptor de eritrocitos 	T 
 
	CD3 	Subunidad del TCR (γ, δ, [image: ], ζ, η); activación 	T 
 
	CD4 	Receptor del MHC de la clase II 	Subgrupo de linfocitos T, monocitos, algunas DC 
 
	CD8 	Receptor del MHC de la clase I 	Subgrupo de linfocitos T 
 
	CD11b (CR3) 	Receptor para el C3b del complemento (cadena α) 	NK, células mielocíticas 
 
	CD14 	Receptor para LPS 	Células mielocíticas (monocitos, macrófagos) 
 
	CD16 (Fc-γ RIII) 	Fagocitosis y CCDA 	Marcador de los linfocitos NK, macrófagos, neutrófilos 
 
	CD21 (CR2) 	Receptor del C3d del complemento, receptor para VEB, activación del linfocito B 	Linfocitos B 
 
	CD25 	Receptor para IL-2 (cadena α), marcador temprano de activación, marcador de células reguladoras 	Linfocitos T y linfocitos B activados, linfocitos T reguladores 
 
	CD28 	Receptor para coestimulación B7: activación 	Linfocitos T 
 
	CD40 	Estimulación de linfocitos B, DC y macrófagos 	Linfocito B, macrófago 
 
	CD40 L 	Ligando de CD40 	Linfocito T 
 
	CD45RO 	Isoforma (en células memoria) 	Linfocito T, linfocito B 
 
	CD56 (NKH1) 	Molécula de adhesión 	Linfocito NK 
 
	CD69 	Marcador de la activación celular 	Linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK activados y macrófagos 
 
	CD80 (B7-1) 	Coestimulación de linfocitos T 	DC, macrófagos, linfocito B 
 
	CD86 (B7-2) 	Coestimulación de linfocitos T 	DC, macrófagos, linfocito B 
 
	CD95 (Fas) 	Inductor de apoptosis 	Muchas células 
 
	CD152 (CTLA-4) 	Receptor para B7; tolerancia 	Linfocito T 
 
	CD178 (FasL) 	Ligando de Fas: inductor de apoptosis 	Linfocitos NK, linfocitos T citotóxicos 
 	
Moléculas de adhesión




	CD11a 	LFA-1 (cadena α) 	 
 
	CD29 	VLA (cadena β) 	 
 
	VLA-1, VLA-2, VLA-3 	Integrinas α 	Linfocitos T 
 
	VLA-4 	Receptor de migración dirigida, integrina α4
 	Linfocito T, linfocito B, monocito 
 
	CD50 	ICAM-3 	Linfocitos y leucocitos 
 
	CD54 	ICAM-1 	 
 
	CD58 	LFA-3 	 
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APC, células presentadoras de antígenos; CCDA, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos; CD, grupo de diferenciación; CTLA-4, proteína asociada al linfocito T citotóxico 4; DC, célula dendrítica; ICAM-1, 3, moléculas de adhesión intercelular 1 y 3; Ig, inmunoglobulina; IL, interleucina; LFA-1, 3R, antígenos asociados a la función del leucocito 1 y 3R; LPS, lipopolisacárido; MHC, complejo principal de histocompatibilidad; NK, citolítico espontáneo; TCR, receptor del linfocito T para el antígeno; VEB, virus de Epstein-Barr; VLA, activación muy tardía (antígeno).

Modificada de Male D y cols.: Advanced immunology, 3.ª ed., St. Louis, 1996, Mosby.
 

Una clase especial de células que son las células presentadoras de antígenos (APC, del inglés antigen-presenting cells) expresan los antígenos del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, del inglés major histocompatibility complex) de la clase II (HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ). Las células que presentan péptidos antigénicos a los linfocitos T son las células dendríticas, las células de la familia de los macrófagos, los linfocitos B y un número limitado de otros tipos de células.
 
Diferenciación celular hematopoyética

La diferenciación de una célula progenitora común, denominada célula progenitora pluripotente, produce todas las células sanguíneas. La diferenciación de estas células empieza durante el desarrollo del feto y continúa a lo largo de toda la vida. La célula progenitora pluripotente se diferencia en células progenitoras (denominadas algunas veces unidades formadoras de colonias) para los diferentes linajes de células sanguíneas, entre ellos los linajes linfocítico (linfocitos T y linfocitos B), mielocítico, eritrocítico y megacarioblástico (origen de las plaquetas) (v. fig. 7-1). Las células progenitoras residen principalmente en la médula ósea, pero también pueden aislarse de la sangre fetal en los cordones umbilicales y de forma muy infrecuente en la sangre de los adultos. La diferenciación de las células progenitoras en células sanguíneas funcionales está desencadenada por interacciones específicas en la superficie celular con células estromales de la médula y citocinas específicas producidas por éstas y otras células. El timo y el «equivalente bursal» en la médula ósea promueven el desarrollo de los linfocitos T y los linfocitos B, respectivamente. Los linfocitos T cooperadores, las células dendríticas, los macrófagos y otras células liberan las citocinas específicas que promueven el crecimiento de las células hematopoyéticas y su diferenciación terminal, en respuesta a las infecciones y en la activación.
 
La médula ósea y el timo se consideran órganos linfáticos primarios (fig. 7-2). Estos sitios de diferenciación linfocítica inicial son esenciales para el desarrollo del sistema inmunitario. El timo es esencial durante el nacimiento para el desarrollo de los linfocitos T, pero con la edad se reduce y a lo largo de la vida otros tejidos pueden adoptar su función si este se elimina. Los órganos linfáticos secundarios son los ganglios linfáticos, el bazo y el tejido linfático asociado a mucosas (MALT); este último incluye además el tejido linfático asociado al intestino (GALT) (p. ej., las placas de Peyer) y el tejido linfático asociado al bronquio (BALT) (p. ej., las amígdalas, el apéndice). Estos sitios es donde residen las células dendríticas, los linfocitos B y los linfocitos T y responden a los ataques antigénicos. La proliferación de los linfocitos en respuesta al ataque infeccioso provoca una tumefacción en estos tejidos (p. ej., «glándulas tumefactas»). Las células de los órganos linfáticos primarios y secundarios expresan moléculas de adhesión de la superficie celular (adhesinas) que interactúan con los receptores de migración dirigida (moléculas de adhesión celular) expresados en los linfocitos B y los linfocitos T.
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Figura 7-2 Órganos del sistema inmunitario. El timo y la médula ósea son órganos linfáticos primarios. En ellos maduran los linfocitos T y los linfocitos B, respectivamente. Las respuestas inmunitarias celulares y humorales se desarrollan en los órganos linfáticos secundarios (periféricos) y en los tejidos; en estos órganos se generan las células efectoras y memoria. El bazo responde predominantemente a los antígenos vehiculados por la sangre. Los ganglios linfáticos montan respuestas inmunitarias frente a antígenos del líquido intercelular y en la linfa, que se absorben a través de la piel (ganglios superficiales) o de las vísceras internas (ganglios profundos). Las amígdalas, las placas de Peyer y otros tejidos linfáticos asociados a las mucosas (recuadros azules) responden a los antígenos que han atravesado las barreras mucosas. (De Roitt I y cols.: Immunology, 4.ª ed., St. Louis, 1996, Mosby.) 
 
 


El bazo y los ganglios linfáticos son órganos encapsulados en los que residen los macrófagos, los linfocitos B y los linfocitos T en zonas definidas. Su localización facilita las interacciones que promueven las respuestas inmunitarias frente al antígeno (fig. 7-3).
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Figura 7-3 Organización del ganglio linfático. Debajo de la cápsula de colágeno está el seno subcapsular, que está revestido de células fagocíticas. Los linfocitos y los antígenos de los espacios tisulares circundantes o de los ganglios adyacentes pasan al interior del seno mediante el sistema linfático aferente. La corteza contiene linfocitos B agrupados en folículos primarios y linfocitos B estimulados en los folículos secundarios (centros germinales). La paracorteza contiene principalmente linfocitos T y células dendríticas (células presentadoras de antígenos). Todos los ganglios linfáticos tienen sus aportes arteriales y venosos. Los linfocitos entran en el ganglio desde la circulación a través de vénulas de endotelio alto muy especializadas existentes en la paracorteza. La médula contiene linfocitos T y linfocitos B, así como la mayoría de las células plasmáticas del ganglio linfático organizadas en cordones de tejido linfático. Los linfocitos pueden abandonar el ganglio sólo a través de los vasos linfáticos eferentes. (De Roitt I y cols.: Immunology, 4.ª ed., St. Louis, 1996, Mosby.) 
 
 


Los ganglios linfáticos son órganos con forma de riñón, con un diámetro de 2 a 10 mm, que filtran el líquido que viene de los espacios intercelulares al sistema linfático, casi como plantas depuradoras. El ganglio linfático se construye para optimizar el encuentro de la respuestas innata (células dendríticas y macrófagos) e inmunitaria de los linfocitos (B y T) con el fin de iniciar y expandir las respuestas inmunitarias específicas. Un ganglio linfático consta de las tres capas siguientes:

1. La corteza, la capa externa que contiene principalmente linfocitos B, células dendríticas foliculares y macrófagos organizados en estructuras llamadas folículos y, si están activados, centros germinales

2. La paracorteza, que contiene células dendríticas que llevan los antígenos desde los tejidos y los presentan a los linfocitos T para iniciar las respuestas inmunitarias

3. La médula, que contiene linfocitos B, linfocitos T y células plasmáticas que producen los anticuerpos, así como canales para el líquido linfático
 
El bazo es un órgano grande que actúa como un ganglio linfático y también filtra antígenos, bacterias encapsuladas y virus de la sangre y elimina las células sanguíneas y las plaquetas envejecidas (fig. 7-4). El bazo está formado por dos tipos de tejido, la pulpa blanca y la pulpa roja. La pulpa blanca consiste en arteriolas rodeadas por células linfáticas (vainas linfáticas periarteriales) en las que los linfocitos T rodean a la arteriola central. Los linfocitos B se organizan en folículos primarios sin estimular o secundarios estimulados que tienen un centro germinal. El centro germinal contiene células memoria, macrófagos y células dendríticas foliculares. La pulpa roja es una zona de almacenamiento de células sanguíneas y el sitio de recambio de plaquetas y eritrocitos envejecidos.
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Figura 7-4 Organización del tejido linfático en el bazo. La pulpa blanca contiene centros germinales y está rodeada por la zona marginal, que contiene numerosos macrófagos, células presentadoras de antígeno, linfocitos B que recirculan lentamente y linfocitos citolíticos espontáneos. Los linfocitos T residen en la vaina linfática periarteriolar (PALS). La pulpa roja contiene senos venosos separados por cordones esplénicos. La sangre entra en los tejidos por las arterias trabeculares, que originan arterias centrales muy ramificadas. Algunas acaban en la pulpa blanca, donde irrigan los centros germinales y las zonas del manto, pero la mayoría se vacía en las zonas marginales o cerca de ellas. (De Roitt I y cols.: Immunology, 4.ª ed., St. Louis, 1996, Mosby.) 
 
 


El MALT contiene conjuntos menos estructurados de células linfáticas (fig. 7-5). Por ejemplo, las placas de Peyer a lo largo de la pared intestinal tienen células especiales en el epitelio (células M) que llevan los antígenos a los linfocitos que están en regiones definidas (T [interfoliculares] y B [germinales]). Aunque se ha creído que son prescindibles, las amígdalas son una parte importante del MALT. Estos órganos linfoepiteliales toman muestras de los microbios en las zonas oral y nasal. Las amígdalas contienen un gran número de linfocitos B memoria y maduros (del 50% al 90% de los linfocitos) que emplean sus anticuerpos para detectar microorganismos patógenos específicos y, con las células dendríticas y los linfocitos T, pueden iniciar las respuestas inmunitarias. Una infección o una respuesta a la infección pueden provocar la tumefacción de las amígdalas.
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Figura 7-5 Las células linfáticas estimuladas con un antígeno en las placas de Peyer (o los pulmones u otras zonas de la mucosa) migran a través de los ganglios linfáticos regionales y el conducto torácico hacia el torrente sanguíneo, y después a la lámina propia del intestino y probablemente otras superficies mucosas. Así los linfocitos estimulados en una superficie mucosa pueden distribuirse a través del sistema MALT (tejido linfático asociado a mucosas). IgA, inmunoglobulina A. (De Roitt I y cols.: Immunology, 4.ª ed., St. Louis, 1996, Mosby.) 
 
 



Leucocitos polimorfonucleares

Los leucocitos polimorfonucleares (neutrófilos) son células con una vida corta que constituyen del 50% al 70% de los leucocitos circulantes (v. fig. 7-1) y son una defensa fagocítica elemental contra la infección bacteriana y el componente principal de la respuesta inflamatoria. Los neutrófilos tienen un diámetro de 9 a 14 μm, carecen de mitocondrias, tienen un citoplasma granulado en el que los gránulos se tiñen con tinciones ácidas y básicas y tienen un núcleo multilobulado. Los neutrófilos dejan la sangre y se concentran en el sitio de la infección en respuesta a los factores quimiotácticos. Durante una infección aumenta el número de neutrófilos en la sangre y se incorporan formas precursoras. Estas precursoras se denominan cayados, en contraposición a los neutrófilos segmentados y diferenciados de forma terminal. Este cambio en los neutrófilos en el hemograma se denomina desviación a la izquierda con incremento de los cayados respecto a los segmentados. Los neutrófilos ingieren bacterias mediante fagocitosis y exponen las bacterias a sustancias antibacterianas y enzimas presentes en los gránulos primarios (azurófilos) y secundarios (específicos). Los gránulos azurófilos son reservorios para enzimas como la mieloperoxidasa, la glucuronidasa β, la elastasa y la catepsina G. Los gránulos específicos sirven de reservorios para la lisozima y la lactoferrina. Los neutrófilos muertos son el componente principal del pus.

 
Los eosinófilos son células muy granuladas (con un diámetro de 11 a 15 μm) con núcleos bilobulados que se tiñen con el colorante ácido eosina Y. También son fagocíticos, móviles y granulados. Los gránulos contienen fosfatasa ácida, peroxidasa y proteínas eosinofílicas básicas. Los eosinófilos intervienen en la defensa contra las infecciones parasitarias. Las proteínas eosinofílicas básicas son tóxicas para muchos parásitos. Los basófilos, otro tipo de granulocito, no son fagocíticos pero liberan el contenido de sus gránulos durante las respuestas alérgicas (hipersensibilidad del tipo 1).
 

Sistema mononuclear fagocítico

El sistema mononuclear fagocítico tiene células mielocíticas y consta de células dendríticas, monocitos sanguíneos (v. fig. 7-1) y células derivadas de los monocitos. Diferentes citocinas o medios tisulares favorecen la diferenciación de las células progenitoras mielocíticas y los monocitos en diversos macrófagos y células dendríticas. Estas células son los macrófagos, los macrófagos alveolares en los pulmones, las células Kupffer en el hígado, las células mesangiales intraglomerulares en el riñón, los histiocitos en el tejido conjuntivo, los osteoclastos, las células sinoviales y las células de la microglía en el encéfalo. Los macrófagos alveolares y serosos (p. ej., peritoneales) son ejemplos de macrófagos «errantes». La microglía encefálica la constituyen células que entran en el encéfalo aproximadamente en el momento del nacimiento y se diferencias en células fijas. La mayoría de las células dendríticas son células mielocíticas derivadas de las células progenitoras o los monocitos. Estas formas maduras tienen diferentes formas que se corresponden con su última localización tisular y función y pueden expresar un subgrupo de actividades de los macrófagos o marcadores de la superficie de la célula.
 
Los monocitos tienen un diámetro de 10 a 18 μm con un núcleo único lobulado en forma de judía. Representan del 3% al 8% de los leucocitos de la sangre periférica. Los monocitos siguen a los neutrófilos dentro del tejido como un componente celular temprano de la inflamación.
 
Los macrófagos son células con una vida larga que son fagocíticas, contienen lisosomas y, a diferencia de los neutrófilos, tienen mitocondrias. Los macrófagos tienen las siguientes funciones básicas: 1) la fagocitosis, 2) la presentación del antígeno a los linfocitos T para aumentar las respuestas inmunitarias específicas y 3) la secreción de citocinas para activar y promover las respuestas innatas e inmunitarias (fig. 7-6). Los macrófagos expresan receptores en la superficie celular para la porción Fc de la inmunoglobulina (Ig) G (Fc-γ RI, Fc-γ RII, Fc-γ RIII) y para el producto C3b de la cascada del complemento (CR1, CR3). Estos receptores facilitan la fagocitosis del antígeno, las bacterias o los virus cubiertos con estas proteínas. Los receptores del tipo toll y otros de reconocimiento del patrón reconocen los patrones moleculares asociados a microorganismos patógenos y activan las respuestas protectoras. Los macrófagos también expresan el antígeno del MHC de la clase II, que permite a estas células presentar el antígeno a los linfocitos T CD4 cooperadores para que expandan la respuesta inmunitaria. Los macrófagos secretan interleucina 1, interleucina 6, factor de necrosis tumoral, interleucina 12 y otras moléculas tras detectar bacterias, lo que estimula las respuestas inmunitarias e inflamatorias, entre ellas la fiebre. Una citocina derivada de los linfocitos T, el interferón γ, activa los macrófagos. Los macrófagos activados aumentan sus capacidades fagocítica, destructora y presentadora de antígenos.
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Figura 7-6 Las estructuras presentes en la superficie del macrófago intervienen en la función celular. Los receptores para los componentes bacterianos, el anticuerpo y el complemento (para la opsonización) promueven la activación y la fagocitosis del antígeno; otros receptores promueven la presentación y la activación del antígeno de los linfocitos T. La célula dendrítica comparte muchas de estas características. ICAM-1, molécula de adhesión intracelular 1; Ig, inmunoglobulina; LFA-3, antígeno leucocítico funcional 3; LPS, lipopolisacárido; MHC, antígeno del complejo principal de histocompatibilidad I o II; TNF-α, factor de necrosis tumoral α. 
 
 
 


Células dendríticas

Las células dendríticas de origen mielocítico y linfocítico tienen tentáculos parecidos a los del pulpo y son células presentadoras de antígenos (APC) profesionales que también pueden producir citocinas. En los tejidos y la sangre se encuentran diferentes tipos de células dendríticas inmaduras y maduras; entre ellas están las células de Langerhans en la piel, las células dérmicas intersticiales, las células dendríticas esplénicas marginales y las células dendríticas en el hígado, el timo, los centros germinales de los ganglios linfáticos y la sangre. Las células dendríticas plasmacitoides están en la sangre y producen grandes cantidades de interferón α y citocinas en respuesta a infecciones víricas y de otro tipo. Las células dendríticas inmaduras capturan y fagocitan al antígeno de forma eficaz, liberan citocinas para activar y dirigir la respuesta inmunitaria subsiguiente y entonces maduran a células dendríticas. Estas células se mueven hacia las regiones de los ganglios linfáticos ricas en linfocitos T para presentar el antígeno a los antígenos del MHC de las clases I y II. Las células dendríticas son las únicas células presentadoras de antígenos que pueden iniciar una respuesta inmunitaria con un linfocito T virgen y también determinan el tipo de respuesta (TH1, TH2, Treg). Las células dendríticas foliculares presentes en las regiones de los linfocitos B de los ganglios linfáticos y del bazo no tienen un origen hematopoyético y no procesan antígenos, pero tienen tentáculos (dendritas) y una superficie «pegajosa» para concentrar y presentar antígenos a los linfocitos B.
 

Linfocitos

Los linfocitos tienen un diámetro de 6 a 10 μm, por lo que son más pequeños que los leucocitos. Las dos clases principales de linfocitos, los linfocitos B y los linfocitos T, tienen un núcleo grande y un citoplasma agranular más pequeño. Aunque los linfocitos B y los linfocitos T no pueden distinguirse por sus rasgos morfológicos, pueden distinguirse por su función y por sus marcadores de superficie (tabla 7-5). Las células linfocíticas que no son linfocitos B ni linfocitos T (linfocitos no B ni T, o linfocitos nulos) son linfocitos granulares grandes, también conocidos como linfocitos citolíticos espontáneos (NK, del inglés natural killer).

 

Tabla 7-5
 
Comparación de los linfocitos B y los linfocitos T
 


	Propiedad 	Linfocitos T 	Linfocitos B 
 


	Origen 	Médula ósea 	Médula ósea 
 
	Maduración 	Timo 	Equivalente bursal: médula ósea, placas de Peyer 
 
	Funciones 	CD4: producción de citocina restringida por MHC de la clase II para iniciar y promover la respuesta inmunitaria
CD8: citólisis restringida por MHC de la clase I
NKT y γ/δ T: respuesta rápida a la infección
Treg: control y supresión del linfocito T y otras respuestas 	
Producción de anticuerpo
Presentación del antígeno a los linfocitos T 
 
	Respuesta protectora 	Resolución de infecciones intracelulares y micóticas, aumento y control de las respuestas innata e inmunitaria 	El anticuerpo protege frente al nuevo ataque, bloquea la propagación de la sustancia en la sangre, opsoniza, etc. 
 
	Productos*
 	Citocinas, interferón γ, factores de crecimiento, sustancias citolíticas (perforina, granzimas) 	IgM, IgD, IgG, IgA o IgE 
 
	Diferenciación por marcadores de superficie 	CD2 (receptor para eritrocitos de carnero), TCR, CD3, CD4 o CD8 	Anticuerpos de superficie, receptores para el complemento, antígenos del MHC de la clase II 
 
	Subgrupos 	CD4 TH0: precursor de cooperador
CD4 TH1: activa el crecimiento de linfocitos B, linfocitos T y linfocitos NK, activa macrófagos, CTL y respuestas HRT y producción de IgG
CD4 TH2: activa el crecimiento de linfocitos B y linfocitos T; promueve la producción de IgG, IgE e IgA
CD4 TH17: inflamación
CD4 CD25 Treg: supresión
CD8: linfocitos T citotóxicos (CTL)
CD8: células supresoras
NKT, γ/δ T: respuesta rápida a la infección
Células memoria: vida larga, respuesta anamnésica 	Linfocitos B (IgM, IgD): anticuerpo, presentación del antígeno
Linfocitos B (IgG o IgE o IgA): anticuerpo, presentación del antígeno
Célula plasmática: fábricas de anticuerpos en última fase de diferenciación
Células memoria: vida larga, respuesta anamnésica 
  

CD, grupo de diferenciación; CTL, linfocito T citotóxico; HRT, hipersensibilidad de tipo retardado; Ig, inmunoglobulina; MHC, complejo principal de histocompatibilidad; NKT, (linfocito) T citolítico espontáneo; TCR, receptor del linfocito T; TH, (linfocito) T cooperador.

* Dependiendo del subgrupo.
 

La función principal de los linfocitos B es producir anticuerpos, pero también interiorizan el antígeno, lo procesan y lo presentan a los linfocitos T para extender la respuesta inmunitaria. Los linfocitos B pueden identificarse por la presencia de inmunoglobulinas, moléculas del MHC de la clase II y receptores para los productos C3b y C3d de la cascada del complemento (CR1, CR2) en sus superficies celulares (fig. 7-7). El nombre linfocitos B se deriva de su sitio de diferenciación en las aves, la bolsa de Fabricio, y la médula ósea (en inglés, bone marrow) en los mamíferos. La diferenciación de los linfocitos B también se produce en el hígado y el bazo fetales. Los linfocitos B activados evolucionan a linfocitos memoria, que expresan el marcador de superficie celular CD45RO y circulan hasta que el antígeno específico los activa, o se diferencian hacia una fase terminal en células plasmáticas. Las células plasmáticas tienen núcleos pequeños y un citoplasma grande para su trabajo como productores de anticuerpos.
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Figura 7-7 Marcadores de la superficie de los linfocitos B y T humanos. 
 
 
 

Los linfocitos T adquieren su nombre porque se desarrollan en el timo. Los linfocitos T tienen dos funciones principales en respuesta a un antígeno extraño:

1. Controlar, suprimir (cuando sea necesario) y activar las respuestas inmunitarias e inflamatorias mediante interacciones intercelulares y la liberación de citocinas

2. Destruir directamente las células infectadas por virus, las células extrañas (p. ej., los injertos tisulares) y los tumores

 
Los linfocitos T constituyen más del 60% al 80% de los linfocitos de la sangre periférica.
 
Los linfocitos T se distinguían al principio de los linfocitos B por su capacidad de unirse y rodearse a sí mismos (formando rosetas) de eritrocitos de carnero a través de la molécula CD2. Todos los linfocitos T expresan un receptor del linfocito T (TCR, del inglés T-cell receptor) que se une al antígeno, que se asemeja al anticuerpo pero difiere del mismo, y las proteínas asociadas CD2 y CD3 en su superficie celular (v. fig. 7-7). Los linfocitos T se dividen en tres grupos principales según el tipo de TCR y también por la expresión de la superficie celular de dos proteínas, CD4 y CD8. La mayoría de los linfocitos expresa el TCR α/β. Los linfocitos T que expresan CD4 son sobre todo células que producen citocinas que ayudan a iniciar y madurar las respuestas inmunitarias y que activan los macrófagos para inducir las respuestas de hipersensibilidad del tipo retardado (HTR); un subgrupo de estas células suprime las respuestas. Los linfocitos T CD4 pueden dividirse a su vez en TH0, TH1, TH2, TH17, Treg y otros subgrupos según el espectro de las citocinas que secretan y el tipo de respuesta inmunitaria que promueven. Los linfocitos TH1 promueven las respuestas locales, de anticuerpos e inflamatorias celulares y las de HRT, mientras que los linfocitos TH2 promueven la producción de anticuerpos. Los linfocitos TH17 activan los neutrófilos y otras respuestas y los linfocitos Treg promueven la tolerancia de los linfocitos T. Los linfocitos T CD8 también liberan citocinas pero destacan sobre todo por su capacidad para reconocer y destruir las células infectadas por virus, los trasplantes de tejido extraño (no autoinjertos) y las células tumorales como los linfocitos T citotóxicos. Los linfocitos T CD8 también son responsables de la supresión de las respuestas inmunitarias. Los linfocitos T también producen células memoria que expresan CD45RO. Un número variable de linfocitos T expresa el TCR γ/δ pero no CD4 ni CD8. Estas células residen generalmente en la piel y la mucosa y son importantes para la inmunidad innata. Los linfocitos NKT son linfocitos T que comparten características con los linfocitos NK.
 
Los linfocitos linfáticos innatos (ILC, del inglés innate lymphoid cells) son linfocitos no T ni B que tienen algunas características parecidas a los linfocitos T e incluyen los linfocitos NK. Los ILC productores de citocinas se encuentran asociados a las células epiteliales en el timo y en el intestino. En el intestino, estas células producen citocinas que regulan la respuesta de la célula epitelial y del linfocito T a la microbiota intestinal y facilitan la protección frente a los helmintos. Los errores en sus funciones se asocian a trastornos inmunopatológicos, incluidas las enfermedades autoinmunitarias. Los ILC también están implicados en la regulación de las respuestas inmunitarias durante la gestación. Los linfocitos NK linfocíticos granulares grandes se parecen a los linfocitos T CD8 en su función citolítica sobre las células tumorales o infectadas por virus, pero difieren en el mecanismo con el que identifican a la célula diana. Los linfocitos NK también tienen receptores para el Fc, que usan en la lisis dependiente de anticuerpos, y por ello también se les conoce como células de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA o K). Los gránulos citoplásmicos contienen proteínas citolíticas que intervienen en la destrucción.
 









Preguntas


Un profesor estaba impartiendo un curso de introducción y describió las diferentes células inmunitarias con los siguientes sobrenombres. Explique por qué son apropiados o no los siguientes sobrenombres.

1. Macrófago: Pac-Man (un personaje de videojuego que suele comer puntos pero que se come a los malos cuando se activa)

2. Ganglio linfático: comisaría

3. Linfocitos T CD4: oficial de recepción

4. Linfocitos T CD8: «policía de patrulla»

5. Linfocito B: compañía de productos de diseño y de construcción

6. Célula plasmática: factoría

7. Mastocito: unidad de guerra química activable

8. Neutrófilo: recolector de residuos y desinfectante

9. Célula dendrítica: valla publicitaria
 



Respuestas

1. El macrófago es un fagocito que se activa con el interferón γ y entonces puede destruir los microbios fagocitados y producir citocinas.

2. El ganglio linfático es un depósito de linfocitos B y linfocitos T. Las células dendríticas o linfáticas y otras células presentadoras de antígenos llevan pruebas de infección para activar los linfocitos T con el fin de que se comuniquen con otras células a través de citocinas (como una radio) que envían para que se ocupen del problema.

3. A los linfocitos T CD4 les presentan el problema microbiano las células presentadoras de antígenos, y les dicen a otras células que se ocupen de los problemas produciendo citocinas.

4. Los linfocitos T CD8 consiguen activarse en el ganglio linfático y pasan a la periferia para patrullar en busca de células tumorales o infectadas por virus; entonces agarran a los forajidos y los inactivan con un abrazo apoptósico.

5. Los prelinfocitos B y los linfocitos B alteran el ADN de sus genes de inmunoglobulinas para producir planes génicos para una inmunoglobulina específica, que esa célula produce con ligeras modificaciones (mutación somática) y un cambio de modelo (cambio de clase) cuando el mercado (citocinas derivadas de los linfocitos T) le dice que es necesario, pero sin cambiar el tema general del producto (región variable).

6. La célula plasmática es una factoría productora de inmunoglobulinas con una oficina pequeña (núcleo) y muchas cadenas de ensamblaje (ribosomas) para hacer anticuerpos.

7. Los mastocitos tienen receptores para el Fc de la IgE que desencadenarán la liberación de histamina y otras sustancias al unirse a una señal alergénica.

8. Los neutrófilos fagocitan y destruyen muy bien las bacterias.

9. Las células dendríticas fagocitan el antígeno y lo llevan al ganglio linfático para presentarlo a los linfocitos T CD4 y CD8.
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8

Respuestas innatas del hospedador




El cuerpo se protege de la infección microbiana de diversas formas que son similares a las usadas por un país que se protege de una invasión. Barreras como la piel, las mucosas y el ácido del estómago impiden la invasión llevada a cabo por la mayoría de los microbios. Los microbios capaces de atravesar estar barreras son bombardeados con moléculas antimicrobianas solubles, como las defensinas, los componentes del complemento y los interferones del tipo 1. A medida que la infección se expande, participan tropas de células de la respuesta innata, incluidos los neutrófilos, las células del linaje monocito-macrofágico, las células dendríticas inmaduras (CDi), las células de Langerhans y las células dendríticas (CD) y los linfocitos citolíticos espontáneos (NK, de natural killer). Estas respuestas innatas a menudo son suficientes para controlar la infección. Las respuestas específicas frente al antígeno apoyan, potencian y controlan las respuestas inmunitarias celulares (cuadro 8-1).

 

 



Cuadro 8-1    Respuestas innatas del hospedador  
 
Constitutivas



Barreras: piel, ácido del estómago, moco

Temperatura corporal

Péptidos antimicrobianos: defensinas, catelicidinas

Enzimas: lisozima

Lactoferrina, transferrina

Complemento

Respuestas de células epiteliales
 
Reclutamiento



Complemento C3a, C5a

Quimiocinas del epitelio y los macrófagos
 
Respuestas desencadenadas por microorganismos patógenos



Neutrófilos

Macrófagos

Células de Langerhans/dendríticas

Linfocitos T γ/δ

Linfocitos NK, NKT
 
Citocinas de fase aguda



IL-1: fiebre, diapédesis, inflamación

Factor de necrosis tumoral α: fiebre, diapédesis, inflamación, permeabilidad vascular, reestructuración tisular, metabolismo, mantenimiento de la activación del macrófago, caquexia

IL-6: síntesis de proteínas de fase aguda por el hígado, activación del linfocito
 
Proteínas de fase aguda en el hígado



Proteína C-reactiva, proteína ligadora de manosa, fibrinógeno, complemento
 
Otras citocinas



IL-12: promueve respuestas TH1 y activa a los linfocitos NK

IL-23: promueve respuestas TH17 de las células memoria

Interferones del tipo 1: efecto antivírico, fiebre, promueven respuesta del linfocito T CD8

Interferón γ (de linfocitos NK, NKT): activación de macrófagos y células dendríticas
 
Inflamación


IL, interleucina; NK, citolítico espontáneo.
 
 

Las protecciones innatas se activan por el contacto directo con estructuras repetitivas de la superficie microbiana o su genoma, denominadas patrones moleculares asociados a microorganismos patógenos (PAMP, del inglés pathogen-associated molecular patterns). Por el contrario, las respuestas específicas frente al antígeno detectan pequeñas estructuras denominadas epítopos que las activan.
 

Barreras a la infección

La piel y las mucosas sirven de barrera a la mayoría de los microorganismos infecciosos (fig. 8-1), con pocas excepciones (p. ej., virus del papiloma, dermatofitos [hongos «a los que les gusta la piel»]). Los ácidos grasos libres producidos en las glándulas sebáceas y por los microorganismos de la superficie cutánea, el ácido láctico de la sudoración y el pH bajo y el ambiente relativamente seco de la piel son condiciones desfavorables para la supervivencia de la mayoría de los microorganismos.
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Figura 8-1 Defensas de barrera del cuerpo humano. 
 
 
 

El epitelio de la mucosa que cubre los orificios del cuerpo está protegido por secreciones de moco y cilios. Por ejemplo, las vías respiratorias pulmonares están cubiertas de moco, que es transportado continuamente hacia la boca por las células epiteliales ciliadas. Grandes partículas aerotransportadas quedan atrapadas en el moco, mientras que las partículas pequeñas (0,05 a 3 micrómetros [μm], el tamaño de los virus o las bacterias) que alcanzan los alvéolos son fagocitadas por los macrófagos y transportadas fuera de los espacios aéreos. Algunas bacterias y virus (p. ej., Bordetella pertussis, virus de la gripe), el humo del tabaco u otros contaminantes pueden interferir con este mecanismo de limpieza al dañar las células epiteliales ciliadas, lo que hace a los pacientes proclives a la neumonía bacteriana secundaria. Las sustancias antimicrobianas (péptidos catiónicos [defensinas], lisozima, lactoferrina e IgA secretoria) que se encuentran en las superficies mucosas (p. ej., lágrimas, moco y saliva) también proporcionan protección. Diferentes defensinas pueden romper las membranas de bacterias, virus y hongos. La lisozima induce la lisis de las bacterias al escindir el esqueleto polisacárido del peptidoglucano de las bacterias grampositivas. La lactoferrina, una proteína ligadora de hierro, priva a los microbios del hierro libre que necesitan para crecer (tabla 8-1).

 

Tabla 8-1
 
Mediadores solubles de la defensa innata
 


	Factor 	Función 	Fuente 
 


	Lisozima 	Cataliza la hidrólisis del peptidoglucano bacteriano 	Lágrimas, saliva, secreciones nasales, líquidos corporales, gránulos lisosómicos 
 
	Lactoferrina, transferrina 	Se une al hierro y compite con los microorganismos por él 	Gránulos específicos de PMN 
 
	Lactoperoxidasa 	Puede inhibir a muchos microorganismos 	Leche y saliva 
 
	β-Lisina 	Es eficaz sobre todo contra bacterias grampositivas 	Trombocitos, suero normal 
 
	Factores quimiotácticos 	Induce migración dirigida de PMN, monocitos y otras células 	Complemento y quimiocinas 
 
	Properdina 	Activa el complemento en ausencia del complejo anticuerpo-antígeno 	Plasma normal 
 
	Lectinas 	Se une a glúcidos microbianos para promover la fagocitosis 	Plasma normal 
 
	Péptidos catiónicos 	Rompe membranas, bloquea actividades de transporte celular 	Gránulos polimorfonucleares, células epiteliales, etc. (defensinas, etc.) 
  

PMN, neutrófilos polimorfonucleares (leucocitos).



El ambiente ácido del estómago, la vejiga y los riñones y la bilis de los intestinos inactivan a muchos virus y bacterias. El flujo de orina también limita el establecimiento de la infección.
 
La temperatura corporal y en especial la fiebre limitan o impiden el crecimiento de muchos microbios, especialmente de virus. Además, la respuesta inmunitaria es más eficiente a temperaturas altas.
 

Componentes solubles de las respuestas innatas

Péptidos antimicrobianos


Las defensinas y las catelicidinas son péptidos producidos por los neutrófilos, las células epiteliales y otras células que son tóxicas para muchos microbios. Las defensinas son péptidos catiónicos pequeños (aproximadamente 30 aminoácidos) que pueden romper las membranas, matar a las bacterias y los hongos e inactivar a los virus. Cuando las secretan las células de Paneth del intestino, limitan y regulan la vida de las bacterias en la luz. La producción de defensinas puede ser constitutiva o verse estimulada por productos microbianos o citocinas, como la interleucina (IL) 17. Las catelicidinas se escinden para producir péptidos microbicidas.
 

Complemento

El sistema del complemento es una alarma y un arma contra la infección, especialmente la infección bacteriana. Al sistema del complemento lo activan directamente las bacterias y los productos bacterianos (vía alternativa o de la properdina), la unión de la lectina a azúcares situados en la superficie de la célula bacteriana (proteína ligadora de manosa) o los complejos de anticuerpo y antígeno (vía clásica) (fig. 8-2). La activación por cualquier vía inicia una cascada de acontecimientos proteolíticos que escinde a las proteínas en las subunidades «a» y «b». Las subunidades «a» (C3a, C5a) atraen (factores quimiotácticos) a células fagocíticas e inflamatorias hacia la zona, permiten el acceso de moléculas solubles y células al aumentar la permeabilidad vascular (C3a, C4a y C5a anafilácticos) y activan las respuestas. Las subunidades «b» son más grandes (bigger, en inglés) y se unen (bind, en inglés) a la sustancia que promueve su fagocitosis (opsonización) y eliminación y construyen (build, en inglés) un agujero molecular que puede matar directamente al microorganismo infeccioso. Las tres vías de activación del complemento se unen en un punto de unión común, la activación del componente C3.
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Figura 8-2 Las vías clásica, de la lectina y alternativa del complemento. A pesar de los diferentes activadores, las tres vías convergen en la escisión del C3 y el C5 para proporcionar sustancias quimiotácticas y anafilotoxinas (C3a, C5a), una opsonina (C3b) que se adhiere a las membranas, un activador el linfocito B (C3d) y que inicia el complejo de ataque de la membrana (MAC) para matar a las células. MASP, serina-proteasa asociada a MBP; MBP, proteína ligadora de manosa. (Reproducido de Rosenthal KS, Tan M: Rapid review microbiology and immunology, 3.ª ed., St. Louis, 2010, Mosby.) 
 
 


Vía alternativa

La vía alternativa se activa directamente por las superficies bacterianas y sus componentes (p. ej., endotoxina, polisacáridos microbianos), así como por otros factores. Esta vía puede activarse antes del establecimiento de una respuesta inmunitaria frente a la bacteria infecciosa porque no depende de anticuerpos ni implica a los primeros componentes del complemento (C1, C2 y C4). La activación de la vía alternativa está mediada por la unión de la properdina factor B al C3b y después con la properdina factor D, que escinde al factor B en el complejo para dar lugar al fragmento activo Bb que permanece unido al C3b (unidad de activación). El C3b se pega a la superficie celular y ancla al complejo. La cascada del complemento continúa entonces de una manera análoga a la vía clásica.
 

Vía de la lectina

La vía de la lectina también es un mecanismo de defensa frente a bacterias y hongos. La proteína ligadora de manosa es una proteína sérica grande que se une a la manosa sin reducir, la fucosa y la glucosamina situadas en las superficies bacterianas, micóticas y de otras células. La proteína ligadora de manosa se parece y sustituye al componente C1q de la vía clásica y, al unirse a las superficies bacterianas, activa la escisión de la serina-proteasa asociada a la proteína ligadora de manosa. La serina-proteasa asociada a la proteína ligadora de manosa escinde los componentes C4 y C2 para producir la C3-convertasa, el punto de unión de la cascada del complemento.
 

Vía clásica

La cascada del complemento clásica la inicia la unión del primer componente, C1, a la porción Fc del anticuerpo (IgG o IgM, no IgA ni IgE) que se une a antígenos de la superficie celular o a un inmunocomplejo con antígenos solubles. El C1 consta de un complejo de tres proteínas separadas denominadas C1q, C1r y C1s (v. fig. 8-2). Una molécula de C1q y una de C1s con dos moléculas de C1r constituyen el complejo C1 o unidad de reconocimiento. El C1q facilita la unión de la unidad de reconocimiento a los complejos antígeno-anticuerpo de la superficie celular. La unión del C1q activa al C1r (denominado ahora como C1r*) y a su vez a C1s (C1s*). El C1s* escinde entonces el C4 en C4a y C4b y el C2 en C2a y C2b. La capacidad de una sola unidad de reconocimiento de escindir numerosas moléculas de C2 y C4 constituye un mecanismo de amplificación en la cascada del complemento. La unión del C4b y del C2b produce C4b2b, que se conoce como C3-convertasa. Este complejo se une a la membrana celular y escinde el C3 en los fragmentos C3a y C3b. La proteína C3b tiene un enlace tioéster único que unirá de forma covalente el C3b a la superficie de la célula o será hidrolizado. La C3-convertasa amplifica la respuesta al escindir muchas moléculas de C3. La interacción del C3b con el C4b2b unido a la membrana celular produce C4b3b2b, que se denomina C5-convertasa. Esta unidad de activación escinde el C5 en los fragmentos C5a y C5b y constituye otro paso de amplificación.
 

Actividades biológicas de los componentes del complemento

La escisión de los componentes C3 y C5 produce importantes factores que potencian la eliminación del microorganismo infeccioso al promover el acceso a la zona de infección y atraer a las células que median las reacciones inflamatorias protectoras. El C3b es una opsonina que promueve la eliminación de bacterias al unirse directamente a la membrana celular para hacer a la célula más atractiva para las células fagocíticas, como los neutrófilos y los macrófagos, que tienen receptores para el C3b. El C3b puede sufrir una escisión adicional para generar C3d, que es un activador de los linfocitos B. Los fragmentos del complemento C3a, C4a y C5a actúan como poderosas anafilotoxinas que estimulan a los mastocitos para que liberen histamina y factor de necrosis tumoral α (TNF-α), que aumenta la permeabilidad vascular y la contracción del músculo liso. El C3a y el C5a también actúan como sustancias que atraen (factores quimiotácticos) a neutrófilos y macrófagos al aumentar la expresión de proteínas de adhesión en el recubrimiento capilar cercano a la infección. Estas proteínas son promotores poderosos de las reacciones inflamatorias. Para muchas infecciones, estas respuestas constituyen la principal función antimicrobiana del sistema del complemento.
 
El sistema del complemento también interactúa con la cascada de la coagulación. Los factores de la coagulación activados pueden escindir al C5a y una proteasa de la vía de la lectina puede escindir la protrombina para producir fibrina y activar la cascada de la coagulación.
 

Complejo de ataque de la membrana

En la última fase de la vía clásica se crea el complejo de ataque de la membrana (MAC), que también se llama unidad lítica (fig. 8-3). Las cinco últimas proteínas del complemento (C5 a C9) se ensamblan en un MAC en las membranas celulares diana para mediar la lesión. El MAC comienza a ensamblarse con la escisión del C5 en los fragmentos C5a y C5b. Se forma un complejo (C5b,6,7,8)1(C9)n que perfora un agujero en la membrana, lo que conduce a la apoptosis o la lisis hipotónica de las células. Las bacterias Neisseria son muy sensibles a esta forma de muerte celular, mientras que las bacterias grampositivas son relativamente insensibles. El componente C9 es similar a la perforina que producen los linfocitos T citolíticos y los linfocitos NK.
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Figura 8-3 Lisis celular por el complemento. La activación del C5 inicia la construcción molecular de un complejo de ataque de la membrana (MAC) similar a un pozo de petróleo. El C9 se parece a la perforina (linfocitos NK y linfocitos T citotóxicos) para promover la apoptosis en la célula diana. 
 
 
 


Regulación de la activación del complemento

Los seres humanos tienen varios mecanismos para impedir la generación de la C3-convertasa con el fin de protegerse frente a una activación inadecuada del complemento. Entre ellos están el inhibidor del C1, la proteína ligadora del C4, el factor H, el factor I y proteínas de la superficie celular, que son el factor acelerador de la degradación (DAF, del inglés decay-accelerating factor) y la proteína cofactor de membrana. Además, el CD59 (protectina) evita la formación del MAC. La mayoría de los microorganismos infecciosos carece de estos mecanismos protectores y permanece sensible al complemento. La deficiencia génica de estos sistemas de protección puede dar lugar a enfermedad.
 


Interferones

Los interferones son pequeñas proteínas análogas a las citocinas que pueden interferir con la replicación vírica pero tienen efectos sistémicos (descritos con mayor detalle en el cap. 10). Los interferones del tipo I son el α y el β pero no el γ, que es un interferón del tipo II. Los interferones del tipo I son sobre todo una respuesta antivírica muy temprana desencadenada por ARN bicatenarios intermediarios de la replicación vírica y de otras estructuras que se unen a los receptores de tipo toll (TLR, del inglés toll-like receptors), RIG-1 (gen inducible por el ácido retinoico 1) y otros receptores PAMP (PAMPR). Las CD plasmacitoides producen grandes cantidades de IFN-α en respuesta a la infección vírica, especialmente durante la viremia, pero otras células también producen IFN-α. El IFN-β lo producen sobre todo los fibroblastos. Los interferones del tipo I promueven la transcripción de proteínas antivíricas en las células que se activan después de la infección vírica. También activan las respuestas sistémicas, incluida la fiebre, y potencian la activación del linfocito T. Los interferones del tipo I se expondrán con mayor profundidad al abordar la respuesta a las infecciones víricas.
 
El IFN-γ es un interferón del tipo II que difiere en sus propiedades bioquímicas y biológicas de los interferones del tipo I. El IFN-γ es sobre todo una citocina producida por los linfocitos NK y T como parte de las respuestas inmunitarias TH1 y activa a los macrófagos y las células mielocíticas. El IFN-γ se expondrá con mayor detalle al abordar las respuestas del linfocito T.
 





Componentes celulares de las respuestas innatas

Fagocitos


Los neutrófilos desempeñan una función importante en las protecciones antibacterianas y antimicóticas y una menor en las protecciones antivíricas. La superficie del neutrófilo está decorada con receptores que se unen a los microbios, como la lectina del tipo C y los receptores depuradores y los receptores de opsoninas para la porción Fc de las inmunoglobulinas, el C3b o las lectinas unidas a la superficie microbiana. Estos receptores promueven la fagocitosis del microbio y su posterior lisis, como se describe más adelante. Los neutrófilos tienen muchos gránulos que contienen proteínas y sustancias antimicrobianas. Estas células se diferencian de forma terminal, emplean menos de 3 días en la sangre, mueren rápidamente en el tejido y se convierten en pus en la zona de infección.
 

Células del linaje monocito-macrofágico

Los macrófagos maduran a partir de los monocitos sanguíneos y, como los neutrófilos, están decorados con receptores para opsoninas con el fin de promover la fagocitosis de los microbios, receptores para los PAMP (v. más adelante) para iniciar la activación y la respuesta, receptores para citocinas para promover la activación de los macrófagos y proteínas del MHC II para presentar el antígeno a los linfocitos T CD4 (fig. 8-4). Al contrario que los neutrófilos, los macrófagos viven más, deben activarse para matar a los microbios fagocitados, pueden dividirse y permanecen en la zona de infección o inflamación.
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Figura 8-4 Las muchas funciones de los macrófagos y de los miembros de la familia del macrófago. H2O2, peróxido de hidrógeno; IFN-γ, interferón γ; IL, interleucina; NO, óxido nítrico; ·O−, radical de oxígeno; ·OH, radical hidroxilo; TH, (linfocito) T cooperador; TNF-α, factor de necrosis tumoral α. (De Roitt I y cols.: Immunology, 4.ª ed. St., Louis, 1996, Mosby.) 
 
 


Los macrófagos pueden activarse con IFN-γ (activación clásica) producido por los linfocitos NK y los linfocitos T CD4 y CD8 como parte de la respuesta TH1 y entonces son capaces de matar a las bacterias fagocitadas. A éstos se les llama macrófagos M1. Los macrófagos M1 activados producen citocinas, enzimas y otras moléculas para promover la función antimicrobiana (cuadro 8-2). También refuerzan las reacciones inflamatorias locales al producir varias quimiocinas que atraigan a los neutrófilos, las CDi, los linfocitos NK y los linfocitos T activados. La activación de los macrófagos les convierte en los destructores más eficaces de los microbios fagocitados, las células infectadas por virus y las células tumorales. Los macrófagos activados de forma alternativa (macrófagos M2) se activan gracias a las citocinas relacionadas con los TH2, IL-4 e IL-13, y apoyan las respuestas antiparasitarias, promueven la reestructuración de los tejidos y fomentan la reparación de la herida. La estimulación continua (crónica) de los macrófagos por los linfocitos T, como en el caso de una infección micobacteriana no resuelta, promueve la fusión de los macrófagos en células multinucleadas gigantes y grandes macrófagos llamados células epitelioides que rodean la infección y forman un granuloma.

 

 



Cuadro 8-2    Productos secretados de los macrófagos con un efecto protector sobre el cuerpo  



Citocinas de fase aguda: IL-6, TNF-α e IL-1 (pirógenos endógenos)

Otras citocinas: IL-12, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IFN-α

Factores citotóxicos

Metabolitos del oxígeno

Peróxido de hidrógeno

Anión superóxido

Óxido nítrico
 
Enzimas hidrolíticas

Colagenasa

Lipasa

Fosfatasa
 
Componentes del complemento

C1 a C5

Properdina

Factores B, D, H e I
 
Factores de la coagulación

Proteínas plasmáticas

Metabolitos del ácido araquidónico

Prostaglandina

Tromboxano

Leucotrienos
 

G-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos; GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos; IFN-α, interferón α; IL, interleucina; M-CSF, factor estimulante de colonias de macrófagos; TNF-α, factor de necrosis tumoral α.
 
 


Células dendríticas inmaduras y células dendríticas

Las CD constituyen un puente entre las respuestas inmunitarias innatas y las adaptativas. Las citocinas que producen determinan la naturaleza de la respuesta del linfocito T. Los monocitos y los precursores de las CD mielocíticas circulan en la sangre y después se diferencian en CDi en el tejido y los órganos linfáticos. Las CDi son fagocíticas y tras activarse con las señales de peligro liberan un sistema de alarma temprano mediado por citocinas y después maduran en CD. Las CD maduras son la última célula presentadora de antígeno, la última célula de este tipo que puede iniciar una respuesta de linfocitos T específica frente al antígeno (cuadro 8-3). Estas células expresan diferentes combinaciones de detectores de peligro que pueden percibir el traumatismo tisular (trifosfato de adenosina [ATP], adenosina, especies reactivas del oxígeno [ROS], proteínas del choque térmico) y la infección, incluidos los receptores del tipo toll y otros receptores (v. más adelante).
 

 



Cuadro 8-3    Células dendríticas (CD)  
 
Mielocíticas y linfocíticas



Forma: de pulpo con tentáculos

Actividades

CD inmadura

En sangre y tejido

Detectores de peligro, fagocitosis y producción de citocinas, procesamiento del antígeno
 
CD madura

En tejidos linfocíticos (aumento de MHC II y moléculas B7-1 y B7-2)

En zonas de linfocitos T del ganglio linfático, procesa y presenta el antígeno para iniciar la respuesta del linfocito T

MHC I-péptido: linfocitos T CD8

CD1-glucolípidos: linfocitos T CD8

MHC II-péptido: linfocitos T CD4
 
Activa linfocitos T vírgenes y determina la respuesta a través de citocinas específicas

La producción de citocinas dirige la respuesta T cooperadora
 
CD foliculares



En zonas de linfocitos B de los tejidos linfoides (Fc y receptores para el complemento CR1, CR2 y CR3, falta de MHC II)

Presentación del antígeno pegado a la membrana de los linfocitos B
 

MHC, complejo principal de histocompatibilidad.
 
 


Linfocitos citolíticos espontáneos, linfocitos T γ/δ y linfocitos NKT

Los linfocitos NK son células linfocíticas innatas (ILC) que proporcionan una respuesta celular temprana a la infección vírica, tienen actividad antitumoral y amplifican las reacciones inflamatorias después de la infección bacteriana. Los linfocitos NK también son responsables de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) en la que se unen a células cubiertas de anticuerpos y las matan. Los linfocitos NK son linfocitos granulares grandes (LGL) que comparten muchas características con los linfocitos T, excepto el mecanismo de reconocimiento de la célula diana. Los linfocitos NK no expresan un receptor del linfocito T (TCR, del inglés T-cell receptor) ni CD3 y no pueden producir IL-2. Tampoco reconocen ningún antígeno específico ni requieren la presentación del antígeno por las moléculas del MHC. El sistema NK no genera memoria ni precisa sensibilización y tampoco puede potenciarse mediante una inmunización específica.
 
Los linfocitos NK se activan con 1) IFN-α e IFN-β (producidos pronto en respuesta a las infecciones víricas y de otro tipo), 2) TNF-α, 3) IL-12, IL-15 e IL-18 (producidos por pre-CD y macrófagos activados) y 4) IL-2 (producida por linfocitos TH1 CD4). Los linfocitos NK expresan muchos de los marcadores de superficie celular de los linfocitos T (p. ej., CD2, CD7, receptor para la IL-2 [IL-2R] y FasL [ligando de Fas]) pero también el receptor para el Fc de la IgG (CD16), receptores para el complemento para la CCDA y receptores inhibidores y activadores específicos NK (incluidos receptores NK inmunoglobulínicos [KIR]). Los linfocitos NK activados producen IFN-γ, IL-1 y factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF). Los gránulos en el linfocito NK contienen perforina, una proteína formadora de poros, y granzimas (esterasas), que son similares al contenido de los gránulos de un linfocito T citotóxico (CTL) CD8. Estas moléculas promueven la muerte de la célula diana.
 
El linfocito NK ve a todas las células como posibles víctimas, especialmente aquellas que parecen estresadas, a no ser que reciba una señal inhibidora de ella. Los linfocitos NK interactúan estrechamente con la célula diana uniéndose a los glúcidos y las proteínas situadas en la superficie celular. La interacción de una molécula de la clase I del MHC situada en la célula diana con un receptor inhibidor KIR es como la comunicación de una clave secreta, que le indica que es normal y le proporciona una señal inhibidora para impedir su efecto citolítico. Las células infectadas por virus y las células tumorales expresan «receptores relacionados con el estrés» y a menudo carecen de moléculas del MHC I y se convierten en dianas de los linfocitos NK. La unión del linfocito NK a las células diana cubiertas de anticuerpos (CCDA) también inicia su proceso mortal, pero esto no está controlado por una señal inhibidora. Los mecanismos citolíticos son similares a los de los CTL. Se forma una sinapsis (hueco) entre el linfocito NK y la célula diana y se liberan perforina y granzimas que rompen la célula diana e inducen la apoptosis. Además, la interacción de FasL situado en el linfocito NK con la proteína Fas situada en la célula diana también puede inducir la apoptosis.

 
Otras ILC se parecen a los linfocitos T CD4 y producen citocinas para regular las respuestas epiteliales y linfocíticas. Las ILC recubren el interior del epitelio intestinal y producen citocinas para regular su producción de defensinas así como las respuestas del linfocito T frente a la microbiota intestinal y facilitar las protecciones frente a los parásitos helmintos. Los errores en su función se asocian a enfermedades inflamatorias intestinales.
 
Los linfocitos NKT y los linfocitos T γ/δ residen en los tejidos y en la sangre y difieren de los otros linfocitos T en que tienen un repertorio limitado de receptores del linfocito T. Al contrario que otros linfocitos T, los linfocitos NKT y T γ/δ detectan antígenos no peptídicos, como los glucolípidos bacterianos (micobacterias) y los metabolitos amino fosforilados procedentes de algunas bacterias (Escherichia coli, micobacterias) pero no de otras (estreptococos, estafilococos). Estos linfocitos T y los linfocitos NK producen IFN-γ, que activa a los macrófagos y las CD para reforzar un ciclo TH1 protector de citocinas y reacciones inflamatorias celulares locales. Los linfocitos NKT también expresan receptores del linfocito NK.
 




Activación de respuestas celulares innatas

Las células de la respuesta innata se activan por la interacción directa con estructuras repetitivas externas y el ácido desoxirribonucleico (ADN) y el ácido ribonucleico (ARN) de los microbios. Más tarde, sus funciones son potenciadas, suprimidas y reguladas por los linfocitos T y las citocinas generadas por ellos. Estas células expresan diferentes combinaciones de detectores de peligro para la infección microbiana y el traumatismo celular, incluidas la familia de proteínas TLR, así como otros receptores. Los TLR comprenden al menos 10 proteínas de superficie celular e intracelular diferentes que detectan la presencia de la infección microbiana al unirse a patrones característicos situados dentro de moléculas presentes en el exterior de las bacterias, los hongos y los virus, e incluso a formas de ADN y ARN de estos microbios; a éstos se les suele denominar patrones moleculares asociados a microorganismos patógenos (PAMP) (cuadro 8-4; tabla 8-2; fig. 8-5). Estos patrones están presentes dentro del componente endotoxina del lipopolisacárido (LPS) y en el ácido teicoico, los glucanos micóticos, las unidades citosina-guanosina sin metilar del ADN (oligodesoxinucleótidos CpG [ODN]) que se encuentran con frecuencia en las bacterias, el ARN bicatenario producido durante la replicación de algunos virus y otras moléculas. Los detectores citoplásmicos del peptidoglucano bacteriano son la proteína de dominios de oligomerización ligadora de nucleótidos 1 (NOD1), NOD2 y la criopirina y, para los ácidos nucleicos, RIG-1, el gen asociado a la diferenciación del melanoma 5 (MDA5), etc. La unión de los PAMP a los TLR y otros PAMPR activa proteínas adaptadoras que desencadenan cascadas de cinasas de proteínas y otras respuestas que dan lugar a la activación de la célula y a la producción de citocinas específicas. Estas citocinas pueden incluir la IL-1 y el TNF-α, la IL-6, los interferones α y β y varias quimiocinas.
 



Cuadro 8-4    Receptores para el patrón de microorganismos patógenos (PPR)  



Los PPR son receptores para estructuras microbianas.

Los PPR activan la defensa contra infecciones extracelulares e intracelulares.

1. Receptores del tipo toll (TLR): proteínas transmembranarias en membrana celular o endosomas que se unen a estructuras o ácidos nucleicos de diferentes microbios

TLR que se unen a lípidos* : 1, 2, 4, 6, 10

TLR que se unen a ácidos nucleicos: 3, 7, 8, 9

TLR que se une a proteínas: 5
 
2. Receptores del tipo NOD (NLR): receptores citoplásmicos que se unen a peptidoglucano

3. Receptores de lectina del tipo C (CLR): receptores transmembrana para glúcidos

4. Receptores similares a RIG-1 (RLR): receptores citoplásmicos para ácido nucleico

5. Receptores NALP3: receptores citoplásmicos que se unen a ADN, ARN y peptidoglucano

6. AIM2: receptores citoplásmicos para ADN microbiano
 

AIM2, falta en melanoma 2; NALP3, proteína que contiene Nacht, repetición rica en leucina y dominio pirina 3; NOD, dominio de oligomerización ligador de nucleótidos; RIG-1, gen inducible por ácido retinoico 1.
 



* También puede unirse a proteínas.

 




Tabla 8-2
 
Receptores para patrones de microorganismos patógenos
 



	Receptor*
 	Activadores microbianos 	Ligando 
 

	
Superficie celular




	TLR1 	Bacterias, micobacterias
Neisseria meningitidis
 	Lipopéptidos
Factores solubles 
 
	TLR2 	Bacterias
Hongos
Células 	LTA, LPS, PG, etc.
Zimosán
Células necrosadas 
 
	TLR4 	Bacterias, parásitos, proteínas del hospedador
Virus, parásitos, proteínas del hospedador 	
LPS, mananos micóticos, glucoproteínas víricas, fosfolípidos de parásitos, proteínas de choque térmico del hospedador, LDL 
 
	TLR5 	Bacterias 	Flagelina 
 
	TLR6 	Bacterias
Hongos 	LTA, lipopéptidos, zimosán 
 
	Lectinas 	Bacterias, hongos, virus 	Glúcidos específicos (p. ej., manosa) 
 
	Receptor para N-formil metionina 	Bacterias 	Proteínas bacterianas 
 	
Endosoma




	TLR3 	Virus 	ARN bicatenario 
 
	TLR7 	Virus 	ARN monocatenario
Imidazoquinolinas 
 
	TLR8 	Virus 	ARN monocatenario
Imidazoquinolinas 
 
	TLR9 	Bacterias
Virus 	ADN sin metilar (CpG) 
 	
Citoplasma




	NOD1, NOD2, NALP3 	Bacterias 	Peptidoglucano 
 
	Criopirina 	Bacterias 	Peptidoglucano 
 
	RIG-1 	Virus 	ARN 
 
	MDA5 	Virus 	ARN 
 
	DAI 	Virus, ADN citoplásmico 	ADN 
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Activadores: ADN, ácido desoxirribonucleico; ARNbc, ARN bicatenario; DAI, activador dependiente del ADN de los factores reguladores del interferón; LDL, lipoproteína de densidad baja con modificación mínima; LPS, lipopolisacárido; LTA, ácido lipoteicoico; MDA5, gen asociado a la diferenciación del melanoma 5; NALP3, proteína que contiene Nacht, repeticiones ricas en leucina y un dominio pirina 3; NOD, dominios de oligomerización ligadores de nucléotidos; PG, peptidoglucano; RIG-1, gen inducible por el ácido retinoico 1; TLR, receptor del tipo toll.

* Información sobre los receptores del tipo toll de Takeda A, Kaisho T, Akira S: Toll-like receptors, Annu Rev Immunol 21:335–376, 2003; y Akira S, Takeda K: Toll-like receptor signalling, Nat Rev Immunol 4:499–511, 2003.
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Figura 8-5 Reconocimiento de los patrones moleculares asociados a microorganismos patógenos. Las estructuras microbianas, el ARN y el ADN se unen a receptores específicos situados en la superficie celular, en las vesículas o en el citoplasma para activar las respuestas innatas. FL, flagelina; GP, glucoproteínas; GPI, proteínas ancladas a fosfatidilinositol; LP, lipoproteínas; LPS, lipopolisacárido; LTA, ácido lipoteicoico; MDA5, gen asociado a diferenciación del melanoma 5; NALP3, proteína que contiene Nacht, repetición rica en leucina y dominio pirina 1/3; NOD2, proteína de dominios de oligomerización ligadores de nucleótidos 2; PG, peptidoglucano; RIG-1, proteína de gen inducible con ácido retinoico 1; TLR9, receptor del tipo toll 9. (Modificado de Mogensen TH: Pathogen recognition and inflammatory signaling in innate immune defenses, Clin Microbiol Rev 22:240–273, 2009.) 
 
 


La inflamación local también la promueve el inflamasoma (fig. 8-6). El inflamasoma es un complejo multiproteínico presente en las células epiteliales, las CD, los macrófagos y otras células y se activa a través de varias proteínas adaptadoras en respuesta a los PAMPR, el daño tisular o indicaciones de infección intracelular. Las proteasas liberadas por la punción con cristales de ácido úrico (gota) o amianto de los fagosomas y los lisosomas pueden activar también la formación del inflamasoma. El inflamasoma activa la caspasa 1-proteasa, que después escinde, activa y promueve la liberación de IL-1β e IL-18. Estas citocinas activadas promueven la inflamación local. El inflamasoma activado también puede iniciar una muerte celular similar a la apoptosis de las células que sufren infecciones bacterianas intracelulares.
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Figura 8-6 Inducción de respuestas inflamatorias. Los receptores para los patrones moleculares asociados a microorganismos patógenos y las señales de peligro (receptores para patrones moleculares asociados a la lesión) situados en la superficie celular, en las vesículas y en el citoplasma 1) activan cascadas de señales que 2) producen proteínas adaptadoras que 3) activan las respuestas inflamatorias locales. Las proteínas adaptadoras inician el ensamblaje del inflamasoma y también desencadenan la transcripción de citocinas. Las citocinas activan las respuestas innatas y promueven las respuestas específicas de antígeno. Además, los materiales cristalinos lisan a los lisosomas, lo que libera proteasas que escinden a los precursores para iniciar el ensamblaje y la activación del inflamasoma y promover la inflamación. ATP, trifosfato de adenosina; FL, flagelina; HSP, proteína del choque térmico; IL, interleucina; LPS, lipopolisacárido; LTA, ácido lipoteicoico; NOD, proteína de dominios de oligomerización ligadores de nucleótidos; RIG-1, proteína del gen inducible por ácido retinoico 1; ROS, especies reactivas del oxígeno; TLR, receptor del tipo toll; TNF-α, factor de necrosis tumoral α. 
 
 
 

Quimiotaxis y migración del leucocito

Los factores quimiotácticos producidos en respuesta a la infección y las respuestas inflamatorias, como los componentes del complemento (C3a, C5a), los productos bacterianos (p. ej., formil-metionil-leucil-fenilalanina [f-met-leu-fe]) y las quimiocinas, son sustancias quimiotácticas poderosas para los neutrófilos, los macrófagos y, en fases posteriores de la respuesta, los linfocitos. Las quimiocinas son proteínas pequeñas similares a citocinas que dirigen la migración de los leucocitos. La mayoría de las quimiocinas son CC (cisteínas adyacentes) o CXC (cisteínas separadas por un aminoácido). Las quimiocinas se unen a receptores acoplados a la proteína G específicos frente a citocinas con una estructura similar. Las quimiocinas pueden reclutar linfocitos y leucocitos en las zonas de infección o inflamación o en diferentes lugares del ganglio linfático. Las quimiocinas establecen una «pista de aterrizaje» con luces químicas para guiar a estas células hasta la zona de una infección y también activarlas. Las quimiocinas, la IL-1 y el TNF-α hacen que las células endoteliales que recubren los capilares (cerca de la inflamación) y los leucocitos que pasan por ellas expresen moléculas de adhesión complementarias («velcro» molecular). Los leucocitos se desaceleran, ruedan, se unen al recubrimiento y se extravasan a través (es decir, pasan a través) de la pared capilar hasta la zona de inflamación, un proceso llamado diapédesis (fig. 8-7).
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Figura 8-7 A y B, Diapédesis del neutrófilo en respuesta a señales inflamatorias. El factor de necrosis tumoral α (TNF-α) y las quimiocinas activan la expresión de selectinas y moléculas de adhesión intercelular en el endotelio cercano a la inflamación y sus ligandos en el neutrófilo: integrinas, selectina L y antígeno asociado a la función del leucocito 1. El neutrófilo se une progresivamente más fuerte al endotelio hasta que encuentra su camino a través de él. Las células epiteliales, las células de Langerhans y los macrófagos activados por los microbios y el interferón γ (IFN-γ) sintetizan TNF-α y otras citocinas y quimiocinas para fomentar la diapédesis. IL, interleucina; NK, citolítico espontáneo. (A, de Abbas AK, Lichtman AH: Basic immunology: functions and disorders of the immune system, 3.ª ed., Filadelfia, 2008, WB Saunders.) 
 
 



Respuestas fagocíticas

Los neutrófilos polimorfonucleares (PMN), los monocitos y en ocasiones los eosinófilos son las primeras células en llegar a la zona en respuesta a la infección; son seguidos después por los macrófagos. Los neutrófilos proporcionan una importante respuesta frente a las bacterias y contribuyen a la inflamación. Un número creciente de neutrófilos en la sangre, en los líquidos corporales (p. ej., el líquido cefalorraquídeo) o en los tejidos indica una infección bacteriana. La movilización de neutrófilos se acompaña de una «desviación a la izquierda», un aumento del número de cayados inmaduros liberados de la médula ósea (izquierda se refiere al comienzo de un gráfico de desarrollo del neutrófilo).

 
La fagocitosis de bacterias por los macrófagos y los neutrófilos se produce en tres pasos: unión, interiorización y digestión. La unión de las bacterias al macrófago está mediada por receptores para los glúcidos bacterianos (lectinas [proteínas ligadoras de azúcares específicos]), receptores para la fibronectina (especialmente para Staphylococcus aureus) y receptores para las opsoninas, incluidos el complemento (C3b), la proteína ligadora de manosa y la porción Fc del anticuerpo. Tras la unión, una sección de la membrana plasmática rodea a la partícula, que forma una vacuola fagocítica alrededor del microbio. Esta vacuola se fusiona con los lisosomas primarios (macrófagos) o con los gránulos (PMN) para permitir la inactivación y digestión del contenido de la vacuola.
 
La acción citolítica fagocítica puede depender del oxígeno o no, en función de las sustancias químicas antimicrobianas producidas por los gránulos (fig. 8-8). Los neutrófilos no necesitan ninguna activación especial para matar a los microbios interiorizados, pero su respuesta se ve reforzada por actividades mediadas por la IL-17. La activación de los macrófagos la promueven el IFN-γ (el mejor) y el GM-CSF, que son producidos pronto en la infección por los linfocitos NK y NKT o más tarde por los linfocitos T CD4, y la mantienen el TNF-α y la linfotoxina (TNF-β). Es necesaria la activación de los macrófagos para que los macrófagos maten a los microbios intracelulares.
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Figura 8-8 Fagocitosis y muerte de las bacterias. Las bacterias se unen directamente o son opsonizadas por la proteína ligadora de manosa, la inmunoglobulina G (IgG) o los receptores para el C3b, lo que promueve su adherencia y captación por fagocitos. Dentro del fagosoma, los mecanismos dependientes e independientes del oxígeno matan y degradan a las bacterias. NADPH, dinucleótido fosfato de nicotinamida adenina reducido. 
 
 
 

La acción citolítica dependiente del oxígeno se activa mediante un poderoso estallido oxidativo que culmina en la formación de peróxido de hidrógeno y otras sustancias antimicrobianas (ROS) (cuadro 8-5). En el neutrófilo, pero no en el macrófago, el peróxido de hidrógeno con mieloperoxidasa (liberada por los gránulos primarios durante la fusión al fagolisosoma) transforma los iones cloro en iones hipoclorosos que matan a los microorganismos. El óxido nítrico producido por los neutrófilos y los macrófagos activados tiene actividad antimicrobiana y también es una molécula segunda mensajera importante (como el monofosfato de adenosina cíclico [AMPc]) que potencia las respuestas inflamatorias y de otros tipos.
 

 



Cuadro 8-5    Compuestos antibacterianos del fagolisosoma  
 
Compuestos dependientes del oxígeno



Peróxido de hidrógeno: NADPH-oxidasa y NADH-oxidasa

Superóxido

Radicales hidroxilo (·OH−)

Haluros activados (Cl−, I−, Br−): mieloperoxidasa (neutrófilo)

Óxido nitroso
 
Compuestos independientes del oxígeno



Ácidos

Lisosoma (degrada peptidoglucano bacteriano)

Lactoferrina (quelante del hierro)

Defensinas y otras proteínas catiónicas (dañan las membranas)
 
Proteasas: elastasa, catepsina G


NADH, dinucleótido nicotinamida adenina reducido;
 

NADPH, dinucleótido fosfato de nicotinamida adenina reducido.
 
 

El neutrófilo también puede mediar la acción citolítica independiente del oxígeno tras la fusión del fagosoma con los gránulos azurófilos que contienen proteínas catiónicas (p. ej., catepsina G) y gránulos específicos que contienen lisozima y lactoferrina. Estas proteínas matan a las bacterias gramnegativas al romper la integridad de su membrana celular, pero son con diferencia mucho menos eficaces frente a las bacterias grampositivas, que mueren sobre todo a través del mecanismo dependiente del oxígeno.
 
Los neutrófilos contribuyen a la inflamación de varias formas. Se liberan prostaglandinas y leucotrienos, que aumentan la permeabilidad vascular y producen tumefacción (edema) y estimulan los receptores del dolor. Además, durante la fagocitosis, los gránulos pueden perder parte de su contenido y producir lesiones. Los neutrófilos tienen vidas cortas y los neutrófilos muertos producen pus.

 
Los macrófagos en reposo son fagocíticos e interiorizarán los microbios pero no tienen gránulos preformados de moléculas antimicrobianas para matarlos. La activación del macrófago por el IFN-γ, que «enfada» a los macrófagos, promueve la producción de la óxido nítrico-sintasa inducible (iNOS) y óxido nítrico, otras ROS y enzimas antimicrobianas para matar a los microbios interiorizados. Los macrófagos activados también producen citocinas de fase aguda (IL-1, IL-6 y TNF-α) y posiblemente IL-23 o IL-12. La infección intracelular puede producirse después de la infección de un macrófago en reposo o si el microbio puede contrarrestar las actividades antimicrobianas de un macrófago activado.
 
Además de los macrófagos tisulares, los macrófagos esplénicos son importantes para eliminar bacterias, en especial bacterias encapsuladas, de la sangre. Los sujetos asplénicos (de forma congénita o quirúrgica) son muy proclives a la neumonía, la meningitis y otras manifestaciones de Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis y otras bacterias encapsuladas.
 








Respuestas asociadas a la microbiota normal

La microbiota normal de la piel, los orificios nasales, la región oral, urogenital y el tubo digestivo estimula constantemente respuestas innatas. Los PAMPR de las células del intestino ven continuamente LPS, ácido lipoteicoico (ALT), flagelos y otros componentes de las bacterias dentro de la luz. Se mantiene un equilibrio entre las respuestas innatas reguladoras y sus estímulos microbianos. La interrupción del equilibrio por una alteración de las especies microbianas con un tratamiento antibiótico o la ruptura de las respuestas innatas e inmunitarias puede dar lugar a una enfermedad inflamatoria intestinal, una enfermedad autoinmunitaria o una gastroenteritis.
 


Inflamación

Citocinas proinflamatorias


Las citocinas proinflamatorias, llamadas a veces citocinas de fase aguda, son la IL-1, el TNF-α y la IL-6 (tabla 8-3). Estas citocinas las producen los macrófagos activados y otras células. La IL-1 y el TNF-α comparten propiedades. Ambas citocinas son pirógenos endógenos capaces de estimular la fiebre; promueven reacciones inflamatorias locales y la síntesis de proteínas de fase aguda.
 

Tabla 8-3
 
Citocinas de la inmunidad innata (FDAD)*
 



	Citocina†
 	
Fuente 	
Desencadenante 	
Acción 	
Diana 
 


	TNF-α 	Macrófagos, linfocitos T 	PAMP, inflamación 	Respuestas de fase aguda, promueve inflamación, fiebre, síntomas de septicemia, caquexia, alteración del tono muscular, apoptosis (algunas células) 	Células endoteliales, neutrófilos, macrófagos, hipotálamo, hígado, músculo, otras células 
 
	IL-1 (α, β escindida) 	Macrófagos, células endoteliales y algunas epiteliales/inflamasoma (IL-1β) 	PAMP, inflamación 	Respuestas de fase aguda, promueve inflamación, fiebre, apoya síntomas de septicemia, síntesis de proteínas de fase aguda 	Células endoteliales, hipotálamo, hígado y otras células 
 
	IL-6 	Macrófagos, células endoteliales, linfocitos T 	PAMP, inflamación 	Respuestas de fase aguda, refuerza respuestas de fase aguda, estimulación de linfocitos T y B 	Macrófagos, células endoteliales, linfocitos T 
 
	IFN del tipo 1 (α, β) 	La mayoría de las células, células dendríticas plasmacitoides 	Infección vírica (especialmente virus ARN) 	Inhibe replicación del virus, activa linfocitos NK, potencia respuesta inmunitaria 	Células infectadas por virus, linfocitos NK, linfocitos T 
 
	Quimiocinas 	Macrófagos, células dendríticas, otras muchas células 	PAMP, inflamación, C5a, TNF-α 	Quimiotaxis, dirección de células a infección/inflamación 	Leucocitos, linfocitos, células endoteliales y otras células 
 
	IL-12 (p70) 	Células dendríticas, macrófagos 	PAMP 	Promueve respuesta inmunitaria TH1, activa linfocito NK 	Linfocito NK, linfocito T 
 
	IL-23 	Células dendríticas, macrófagos 	PAMP 	Promueve respuesta TH17 	Linfocito T 
 
	IL-18 (escindida) 	Macrófagos/inflamasoma 	PAMP, inflamación 	Promueve producción de IFN-γ 	Linfocitos NK, linfocitos T 
 
	IFN del tipo II (γ) 	Linfocitos NK, linfocitos T 	IL-18, IL-12 (respuestas TH1) 	Potencia actividad antimicrobiana, producción de óxido nítrico-sintetasa inducible, otros 	Macrófagos, células dendríticas, linfocitos B, etc. 
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IFN, interferón; IL, interleucina; NK, citolítico espontáneo; PAMP, patrón molecular asociado a microorganismos patógenos; TH, (linfocito) T cooperador; TNF, factor de necrosis tumoral.

* FDAD: acrónimo de la información esencial de cada citocina: Fuente, Desencadenante, Acción, Diana.
 
† La tabla no incluye todas las fuentes, estímulos, actividades o dianas.
 

El TNF-α es el último mediador de la inflamación y los efectos sistémicos de la infección. El TNF-α estimula a las células endoteliales para que expresen moléculas de adhesión y quimiocinas para atraer leucocitos a la zona de infección, activar a los neutrófilos y los macrófagos y promover la apoptosis de ciertos tipos de células. A nivel sistémico, el TNF actúa sobre el hipotálamo para inducir fiebre, puede producir cambios metabólicos sistémicos, pérdida de peso (caquexia) y pérdida de apetito y aumentar la producción de IL-1, IL-6 y quimiocinas y promueve la síntesis hepática de proteínas de fase aguda. A elevadas concentraciones, el TNF-α desencadena todas las funciones que conducen al shock séptico.
 
Hay dos tipos de IL-1, la IL-1α y la IL-1β. La IL-1 la producen sobre todo los macrófagos activados y también los neutrófilos, las células epiteliales y las endoteliales. La IL-1β debe ser escindida por el inflamasoma para activarse. La IL-1 comparte muchas de las actividades del TNF-α para promover las respuestas inflamatorias locales y sistémicas. Al contrario que el TNF-α, la IL-1 no puede inducir la apoptosis y promoverá, aunque de forma insuficiente, el shock séptico. La IL-6 la producen muchos tipos de células, promueve la síntesis hepática de proteínas de fase aguda, la producción de neutrófilos en la médula ósea y la activación de los linfocitos T y B.
 
La IL-23 y la IL-12 son citocinas que establecen un puente entre las respuestas innatas e inmunitarias. Ambas citocinas tiene dos subunidades, una subunidad p40 y otra p35 en el caso de la IL-12 y p19 en el caso de la IL-23. La IL-23 promueve las respuestas TH17 a partir de linfocitos T memoria, lo que aumenta la acción del neutrófilo. La IL-12 promueve la función del linfocito NK y es necesaria para promover una respuesta inmunitaria TH1, que potencia las funciones de los macrófagos y de otras células mielocíticas. Estas citocinas se expondrán con mayor detalle al hablar de sus acciones sobre los linfocitos T. La IL-18 la producen los macrófagos, debe ser escindida por el inflamasoma a una forma activa y promueve la función de los linfocitos NK y T.
 

Inflamación aguda

La inflamación aguda es un mecanismo de defensa temprano que contiene la infección, impide su propagación desde el foco inicial y activa las respuestas inmunitarias consiguientes. Al principio, la inflamación puede desencadenarse por la respuesta a señales de peligro resultado de la infección y el daño tisular y después puede mantenerse o potenciarse con citocina y el estímulo por el linfocito T de respuestas celulares adicionales.
 
Los tres principales acontecimientos en la inflamación aguda son 1) expansión de capilares para incrementar el flujo sanguíneo (lo que provoca enrojecimiento o exantema y libera calor); 2) incremento de la permeabilidad de la estructura microvascular para permitir que escape líquido, proteínas plasmáticas y leucocitos de la circulación (tumefacción o edema); y 3) reclutamiento de neutrófilos y su acumulación y respuesta a la infección en la zona de la lesión. Las respuestas inflamatorias son beneficiosas pero se asocian a dolor, enrojecimiento, calor y tumefacción y también pueden provocar daño tisular. Los mediadores de la inflamación se presentan en la tabla 8-4.

 

Tabla 8-4
 
Mediadores de inflamación aguda y crónica
 



	Acción 	Mediadores 
 

	
Inflamación aguda




	Permeabilidad vascular aumentada 	Histamina, bradicinina, C3a, C5a, leucotrienos, PAF, sustancia P 
 
	Vasodilatación 	Histamina, prostaglandinas, PAF, óxido nítrico (NO) 
 
	Dolor 	Bradicinina, prostaglandinas 
 
	Adhesión del leucocito 	Leucotrieno B4, IL-1, TNF-α, C5a 
 
	Quimiotaxis del leucocito 	C5a, C3a, IL-8, quimiocinas, PAF, leucotrieno B4 
 
	Respuesta de fase aguda 	IL-1, IL-6, TNF-α 
 
	Daño tisular 	Proteasas, radicales libres, NO, contenido de gránulo del neutrófilo 
 
	Fiebre 	IL-1, TNF, prostaglandinas 
 	
Inflamación crónica




	Activación de linfocitos T y macrófagos y procesos de fase aguda 	Citocinas del linfocito T (TNF, IL-17, IFN-γ) y de los macrófagos (IL-1, TNF-α, IL-23, IL-12) 
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IFN-γ, interferón γ; IL, interleucina; PAF, factor activador de las plaquetas; TNF, factor de necrosis tumoral.

De Novak R: Crash course immunology, Filadelafia, 2006, Mosby.
 

El daño tisular se debe hasta cierto punto al complemento y los macrófagos pero sobre todo a los neutrófilos. Los neutrófilos muertos son el principal componente del pus. Las cininas y los factores de la coagulación inducidos por el daño tisular (p. ej., el factor XII [factor de Hageman], la bradicinina, los fibrinopéptidos) también participan en la inflamación. Estos factores aumentan la permeabilidad vascular y son quimiotácticos para los leucocitos. Los productos del metabolismo del ácido araquidónico también influyen en la inflamación. La ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la 5-lipoxigenasa convierten el ácido araquidónico en prostaglandinas y leucotrienos, respectivamente, que pueden mediar casi cualquier aspecto de la inflamación aguda. El curso de la inflamación puede seguirse de incrementos rápidos de proteínas de fase aguda, en especial de la proteína C-reactiva (que puede aumentar varios miles de veces en 24-48 horas) y del amiloide sérico A.
 

Respuesta de fase aguda

La respuesta de fase aguda la desencadenan la infección, la lesión tisular, la prostaglandina E2, los interferones asociados a la infección vírica, las citocinas de fase aguda (IL-1, IL-6, TNF-α) y la inflamación (cuadro 8-6). La respuesta de fase aguda promueve cambios que apoyan las defensas del hospedador y comprenden la fiebre, la anorexia, la somnolencia, los cambios metabólicos y la producción de proteínas. La IL-1 y el TNF-α también son pirógenos endógenos porque promueven la fiebre. Las proteínas de fase aguda que se producen y liberan al suero son la proteína C-reactiva, los componentes del complemento, las proteínas de la coagulación, las proteínas ligadoras del LPS, las proteínas de transporte, los inhibidores de proteasas y las proteínas de adherencia. La proteína C-reactiva se une a los polisacáridos de numerosas bacterias y hongos y activa la vía del complemento, facilitando la retirada de estos microorganismos del cuerpo por un aumento de la fagocitosis. La hepcidina inhibe la captación de hierro en el intestino y los macrófagos, y esto reduce su disponibilidad para los microbios. Las proteínas de fase aguda refuerzan las defensas innatas contra la infección, pero su producción excesiva durante la septicemia (inducida por endotoxina) puede causar graves problemas, como el shock.
 

 



Cuadro 8-6    Proteínas de fase aguda  



α1-Antitripsina

α1-Glucoproteína

Amiloides A y P

Antitrombina III

Ceruloplasmina

Complemento C2, C3, C4, C5, C9

Fibrinógeno

Haptoglobina

Inhibidor de fracción esterasa del C1

Orosomucoide

Plasminógeno

Proteína C-reactiva

Proteína ligadora de manosa

Proteína ligadora del lipopolisacárido

Transferrina
 
 


Septicemia y tormentas citocínicas

Las tormentas citocínicas se generan por una liberación masiva de citocinas en respuesta a componentes de la pared celular bacteriana, en especial LPS, toxinas del shock tóxico y ciertas infecciones víricas, en especial las viremias. Durante la bacteriemia se producen grandes cantidades de complemento C5a y citocinas y se distribuyen por todo el cuerpo (fig. 8-9). El C5a promueve la fuga vascular, la activación del neutrófilo y la activación de la vía de la coagulación. Las CD plasmacitoides de la sangre producen grandes cantidades de citocinas infamatorias e IL-12 en respuesta a los PAMP bacterianos. La endotoxina es un activador especialmente potente de las células e inductor de la producción de citocinas y de la septicemia (v. fig. 14-4). Las tormentas citocínicas también pueden producirse tras un estímulo anómalo de los linfocitos T y de las células presentadoras de antígeno (CD, macrófagos y linfocitos B) por superantígenos producidos por S. aureus o Streptococcus pyogenes (v. fig. 14-3). Durante la viremia, las CD plasmacitoides y los linfocitos T producen grandes cantidades de IFN-α y otras citocinas.
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Figura 8-9 Las bacterias grampositivas y gramnegativas inducen septicemia por vías compartidas y separadas. Las superficies bacterianas y el lipopolisacárido (LPS) activan el complemento, lo que produce C5a y facilita la inflamación, activa la coagulación y produce el factor inhibidor de la migración del macrófago (MIF) y la proteína del cuadro de alta movilidad 1 (HMGB1), citocinas que potencian la inflamación. El LPS, el ácido lipoteicoico (LTA) y otros patrones moleculares asociados a microorganismos patógenos interactúan con receptores del tipo toll (TLR) y otros receptores para el patrón para activar la inflamación y la producción de citocinas proinflamatorias. Esto acompaña a la septicemia. CID, coagulación intravascular diseminada; IL, interleucina; SRIS, síndrome de la respuesta inflamatoria sistémica; TNF-α, factor de necrosis tumoral α. (Modificado de Rittirsch D, Flierl MA, Ward PA: Harmful molecular mechanisms in sepsis, Nat Rev Immunol 8:776–787, 2008.) 
 
 


El exceso de citocinas en la sangre puede inducir un estímulo inflamatorio por todo el cuerpo. Y lo que es más relevante, los aumentos de la permeabilidad vascular pueden dar lugar a una fuga de líquido desde el torrente sanguíneo hacia los tejidos y provocar un shock. El shock séptico es una forma de tormenta citocínica y puede atribuirse a la acción sistémica de grandes cantidades de TNF-α.
 




Puente hasta las respuestas inmunitarias específicas frente antígenos

La respuesta innata a menudo es suficiente para controlar una infección pero también inicia la inmunidad específica del antígeno. Primero, los componentes del complemento, las citocinas, las quimiocinas y los interferones producidos durante la respuesta de fase aguda preparan a los linfocitos, después las CD transportan el antígeno e inician la respuesta del linfocito T en el ganglio linfático. Las CD son clave para la transición y determinan la naturaleza de la consiguiente respuesta (fig. 8-10).

 

[image: image]  

Figura 8-10 Las células dendríticas (CD) inician las respuestas inmunitarias. Las CD inmaduras interiorizan y procesan constantemente proteínas, restos y microbios, cuando están presentes. La unión de los componentes microbianos a los receptores del tipo toll (TLR) activa la maduración de las CD de modo que deja de interiorizar cualquier material nuevo; se desplaza al ganglio linfático, expresa el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) II y las moléculas correceptoras B7 y B7-1 para presentar el antígeno y produce citocinas para activar a los linfocitos T. La liberación de la interleucina (IL) 6 inhibe la liberación del factor de crecimiento transformador β (TGF-β) y de la IL-10 por los linfocitos T reguladores. Las citocinas producidas por las CD y su interacción con los linfocitos TH0 inician las respuestas inmunitarias. La IL-12 promueve las respuestas TH1, mientras que la IL-4 promueve las respuestas TH2. La mayoría de los linfocitos T se divide para aumentar la respuesta pero algunos permanecen como células memoria. A las células memoria puede activarlas la presentación del antígeno por parte de una CD, un macrófago o un linfocito B para una respuesta secundaria. IFN, interferón; LPS, lipopolisacárido. 
 
 
 

Las CDi están adquiriendo constantemente material antigénico mediante la macropinocitosis, la pinocitosis o la fagocitosis de células apoptósicas, restos y proteínas de tejidos normales y en la zona de infección o tumor. Tras la activación de las CDi mediante los PAMPR en respuesta a la infección se liberan citocinas de fase aguda (IL-1, IL-6 y TNF-α), la CDi madura en una CD y su función cambia. La CD pierde su capacidad de fagocitar, lo que impide que adquiera material antigénico irrelevante diferente a restos microbianos y progresa hasta el ganglio linfático. Por analogía, la CDi es como una almeja, que sobrevive constantemente en su ambiente filtrando alimento de restos celulares y microbianos (si los hay), pero cuando se activa por una señal de un TLR, que indica que hay microbios, libera una alarma citocínica local, cierra su concha y se mueve hacia el ganglio linfático para desencadenar una respuesta al desafío. La CD madura se mueve a las zonas del linfocito T de los ganglios linfáticos y aumenta la expresión de moléculas de superficie para presentar el antígeno (MHC de la clase II y moléculas B7-1 y B7-2 [coestimuladoras]). Las CD maduras activadas por el microbio liberan citocinas (p. ej., IL-12), que activan las respuestas para reforzar las defensas locales del hospedador (respuestas TH1). Las CD presentan el material antigénico unido a moléculas del MHC de la clase I y CD1 a los linfocitos T CD8 y NKT y en moléculas del MHC de la clase II a los linfocitos T CD4. Las CD son tan eficaces presentando el antígeno que 10 células cargadas con el antígeno son suficientes para iniciar la inmunidad protectora a un desafío bacteriano mortal en un ratón. Las respuestas del linfocito T se describirán en el siguiente capítulo.
 







Preguntas




1. ¿Cuáles son los factores innatos solubles que actúan sobre las infecciones microbianas y cuáles son sus funciones?

2. ¿Cuáles son las contribuciones de los neutrófilos, los macrófagos M1 y M2, las células de Langerhans y las CD a las respuestas antimicrobianas?

3. Una mujer de 65 años tiene fiebre y tiritona. Se aísla de su sangre un bacilo gramnegativo que no expresa oxidasa. ¿Qué desencadenó y está causando sus síntomas?

4. Un hombre de 45 años tiene un forúnculo en la mano. Se aisló un coco grampositivo que expresa catalasa y coagulasa del pus de la lesión. ¿Qué respuestas innatas se han activado en esta infección?
 




Respuestas

1. Vea la siguiente tabla:




	Factor 	Acción 
 


	Péptidos antimicrobianos 	Muerte del microbio 
 
	Complemento: MAC 	Mata bacterias gramnegativas 
 
	Complemento: C3b 	Opsonización 
 
	Complemento: C3d 	Activa a linfocitos B 
 
	Complemento: fragmentos «a» C3a, C4a, C5a 	Atracción, anafilaxis 
 
	Lectinas 	Opsonización 
 
	Proteína C-reactiva 	Opsonización 
 
	Citocinas 	Activación de respuestas 
 
	Quimiocinas 	Atracción de leucocitos 
  

2. Los neutrófilos abandonan la médula ósea prestos para atacar. Los neutrófilos son fagocíticos y la principal respuesta antibacteriana. Sus gránulos están llenos de sustancias antimicrobianas y enzimas que se liberan en los endosomas y salen de la célula tras la fagocitosis de un microbio. Son los primeros atraídos a la infección y tienen una semivida muy corta.

Los macrófagos entran más tarde que los neutrófilos. Pueden ser residentes, o pueden madurar a partir de los monocitos que entran en la zona de infección. Los macrófagos deben activarse con el IFN-γ y el TNF-α producidos por los linfocitos NK o los linfocitos T para mantener su actividad inflamatoria antimicrobiana (M1). Los macrófagos tienen una vida larga. Los macrófagos M1 producen citocinas de fase aguda, IL-12 y sustancias antibacterianas, como moléculas reactivas del oxígeno, óxido nítrico y enzimas. Los macrófagos también son células presentadoras de antígeno y utilizan péptidos presentados en moléculas del MHC II para reclutar y activar la ayuda del linfocito T. Los macrófagos M2 se desarrollan en presencia de IL-4, son también fagocíticos y promueven la cicatrización y la angiogenia. Los macrófagos pueden progresar de M1 a M2, cambiando así su contribución a la resolución de la infección y el daño.

Las CD son las únicas células que pueden iniciar una respuesta inmunitaria al activar a los linfocitos T vírgenes. Las CDi también son un sistema de alarma temprano que libera citocinas y quimiocinas apropiadas al desencadenante microbiano, que facilitará otras protecciones del hospedador. Las células de Langerhans son CD que residen en la piel que también se mueven al ganglio linfático para activar a los linfocitos T vírgenes. Las CD constituyen un puente entre la respuesta innata y la inmunitaria.

3. El lípido A (endotoxina) del LPS procedente de la membrana externa de las bacterias entéricas (probablemente E. coli) en la sangre se une al TLR4 de los macrófagos y otras células para activar la producción de citocinas de fase aguda (TNF-α, IL-1 e IL-6). El TNF-α y la IL-1 son pirógenos endógenos que promueven la producción de fiebre. Estas citocinas también inducen otros efectos sistémicos. Las bacterias también activarán las vías alternativa y de la lectina del complemento y los componentes «a» (C3a, C4a y C5a) también desencadenarán respuestas inflamatorias sistémicas.

4. La infección por S. aureus desencadena la liberación de péptidos bactericidas en las células epiteliales y otras células, la activación del complemento y la liberación de C3a y C5a que actúan como sustancias quimiotácticas y anafilácticas para atraer neutrófilos y, después, macrófagos hacia la zona. El LTA activará al TLR2 para promover la producción de TNF-α e IL-1 por los macrófagos que promoverán la inflamación. Los neutrófilos muertos producen pus.
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Respuestas inmunitarias específicas frente a antígenos




Las respuestas inmunitarias específicas frente a antígenos proporcionadas por los linfocitos T y los anticuerpos expanden las protecciones del hospedador ofrecidas por las respuestas innatas. El sistema inmunitario específico frente al antígeno es un sistema que se genera de manera aleatoria, se regula de forma coordinada y es inducible y activable e ignora las proteínas propias pero responde de forma específica a la infección y protege frente a ella. Cuando no actúa adecuadamente, la respuesta inmunitaria puede quedarse sin regulación, estimularse en exceso, descontrolarse, reaccionar frente a proteínas propias, no responder o responder de modo insuficiente a las infecciones y llegar a convertirse en causa de patogenia y enfermedad. Casi cualquier molécula puede iniciar una respuesta inmunitaria. Una vez que se ha activado de forma específica mediante la exposición a un antígeno nuevo, la respuesta inmunitaria se expande con rapidez en cuanto a fuerza, número de células y especificidad. En el caso de las proteínas se produce una memoria inmunitaria que permite recordar con mayor rapidez ante un nuevo desafío.
 
Las moléculas del anticuerpo y del receptor del linfocito T (TCR, del inglés T-cell receptor) análogas al anticuerpo reconocen antígenos y actúan como receptores para activar el crecimiento y las funciones de las células que expresan esa molécula. Las formas solubles de anticuerpo en la sangre y los líquidos corporales o la forma secretada en las mucosas pueden inactivar y promover la eliminación de toxinas y microbios, en especial cuando están en la sangre (bacteriemia, viremia). Los linfocitos T son importantes para activar y regular las respuestas innatas e inmunitarias y para provocar directamente la muerte de las células que expresan antígenos inapropiados.
 
Aunque algunas moléculas desencadenan sólo una respuesta de anticuerpos limitada (glúcidos), las proteínas y las moléculas conjugadas con proteínas (incluidos los glúcidos) desencadenan una respuesta inmunitaria más completa que incluye a los linfocitos T. La activación de una respuesta inmunitaria completa está muy bien controlada porque utiliza una gran cantidad de energía y, una vez iniciada, produce memoria y permanece durante la mayor parte de la vida. El desarrollo de una respuesta inmunitaria específica frente a un antígeno progresa desde las respuestas innatas a través de las células dendríticas (CD), que dirigen a los linfocitos T para que digan a otros linfocitos T, linfocitos B y otras células que crezcan y activen las respuestas necesarias (fig. 9-1). Las interacciones receptor-célula y receptor-citocina proporcionan las señales necesarias para activar el crecimiento celular y responder al desafío. Los linfocitos T le dicen a los linfocitos B qué tipo de anticuerpo producir (IgG, IgE, IgA) y promueven el desarrollo de células memoria.
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Figura 9-1 Activación de las respuestas del linfocito T. La interacción de las células dendríticas con los linfocitos T CD4 o CD8 inicia diferentes respuestas inmunitarias, dependiendo de las citocinas producidas por la célula dendrítica. Los linfocitos T CD4 maduran para proporcionar ayuda a otras células con instrucciones mediadas por citocinas. Los linfocitos T CD8 pueden madurar en linfocitos T citolíticos (CTL). APC, célula presentadora de antígeno; IL, interleucina; MHC, complejo principal de histocompatibilidad; TGF-β, factor de crecimiento transformador β. (De Rosenthal KS, Tan M: Rapid reviews in microbiology and immunology, 3.ª ed., Filadelfia, 2010, Elsevier.) 
 
 



Inmunógenos, antígenos y epítopos

Casi todas las proteínas y los glúcidos asociados a un microorganismo infeccioso, ya sea una bacteria, un hongo, un virus o un parásito, se consideran ajenos al hospedador humano y pueden inducir una respuesta inmunitaria. A una proteína o un glúcido que es suficiente para iniciar una respuesta inmunitaria se le llama inmunógeno (cuadro 9-1). Los inmunógenos pueden contener más de un antígeno (p. ej., bacterias). Un antígeno es una molécula reconocida por un anticuerpo específico o por el TCR de los linfocitos T. Un epítopo (determinante antigénico) es la estructura molecular real que interactúa con una sola molécula de anticuerpo o un TCR. Dentro de una proteína, un epítopo puede estar formado por una secuencia específica (epítopo lineal) o una estructura tridimensional (epítopo tridimensional). El TCR puede reconocer sólo epítopos lineales. Los antígenos y los inmunógenos suelen contener varios epítopos, cada uno capaz de unirse a una molécula de anticuerpos o TCR distinta. Como se describirá más adelante en este capítulo, un anticuerpo monoclonal reconoce un solo epítopo.
 

 



Cuadro 9-1    Definiciones  




Adyuvante: sustancia que promueve la respuesta inmunitaria al inmunógeno


Antígeno: sustancia reconocida por la respuesta inmunitaria


Portador: proteína modificada por el hapteno para desencadenar la respuesta


Epítopo: estructura molecular reconocida por la respuesta inmunitaria


Hapteno: inmunógeno incompleto que no puede iniciar la respuesta pero puede ser reconocida por el anticuerpo


Inmunógeno: sustancia capaz de desencadenar una respuesta inmunitaria


Antígenos dependientes de T: antígenos que deben presentarse a los linfocitos T y B para la producción de anticuerpos


Antígenos independientes de T: antígenos con estructuras grandes y repetitivas (p. ej., bacterias, flagelina, lipopolisacárido, polisacárido)
 
 

No todas las moléculas son inmunógenas. En general, las proteínas son los mejores inmunógenos, los glúcidos son inmunógenos más débiles y los lípidos y los ácidos nucleicos son malos inmunógenos. Los haptenos (inmunógenos incompletos) a menudo son demasiado pequeños para inmunizar (es decir, iniciar una respuesta) a una persona, pero pueden ser reconocidos por un anticuerpo. Los haptenos pueden hacerse inmunógenos uniéndose a una molécula transportadora, como una proteína. Por ejemplo, el dinitrofenol conjugado con albúmina sérica bovina es un inmunógeno respecto al hapteno dinitrofenol.
 
Durante la inmunización artificial (p. ej., vacunas), se utiliza un adyuvante para potenciar la respuesta al antígeno. Los adyuvantes suelen prolongar la presencia del antígeno en el tejido, promover la captación del inmunógeno o activar a las CD, los macrófagos y los linfocitos. Algunos adyuvantes simulan ser activadores (p. ej., ligandos microbianos para receptores del tipo toll) presentes en una inmunización natural.
 
Algunas moléculas no desencadenarán ninguna respuesta inmunitaria en un sujeto. Durante el crecimiento del feto, el cuerpo desarrolla una tolerancia inmunitaria central hacia los antígenos propios y cualquier antígeno extraño que pueda introducirse antes de la maduración del sistema inmunitario. En fases posteriores de la vida se desarrolla una tolerancia periférica frente a otras proteínas con el fin de impedir respuestas inmunitarias descontroladas o autoinmunitarias. Por ejemplo, nuestra respuesta inmunitaria es tolerante a los alimentos que comemos; de otro modo el consumo de un filete induciría una respuesta antimuscular.
 
El tipo de respuesta inmunitaria iniciado por un inmunógeno depende de su estructura molecular. Puede iniciarse una respuesta de anticuerpos primitiva pero rápida contra los polisacáridos (cápsula), el peptidoglucano o la flagelina bacterianos. Estas moléculas, denominadas antígenos independientes de T, tienen una estructura grande repetitiva que es suficiente para activar directamente a los linfocitos B para que produzcan anticuerpos sin la colaboración de los linfocitos T. En estos casos, la respuesta se limita a la producción de anticuerpos IgM y no estimula una respuesta anamnésica (de recuerdo). La transición de una respuesta IgM a una IgG, IgE o IgA es el resultado de un gran cambio en el linfocito B y es equivalente a la diferenciación de la célula. Esto exige la ayuda proporcionada por interacciones con el linfocito T y las citocinas. El antígeno, por tanto, debe ser reconocido y estimular a los linfocitos T y B. Los antígenos dependientes de T son proteínas; generan las cinco clases de inmunoglobulinas y pueden desencadenar respuestas memoria y anamnésicas (secundarias de recuerdo).
 
Además de la estructura del antígeno, la cantidad, la vía de administración y otros factores influyen en el tipo de respuesta inmunitaria, incluidos los tipos de anticuerpos producidos. Por ejemplo, la administración oral o nasal de una vacuna a través de las mucosas promueve la producción de una forma secretoria de IgA (sIgA) que no se produciría en una administración intramuscular.
 



Linfocitos T

Los linfocitos T se distinguieron en un principio de los linfocitos B por su capacidad de unirse a hematíes de cordero a través de la molécula CD2 y formar rosetas. Estas células se comunican a través de interacciones intercelulares directas y con citocinas. Los linfocitos T se definen por el uso de anticuerpos que distinguen las moléculas de su superficie celular. Las proteínas de la superficie del linfocito T son 1) el TCR, 2) los correceptores CD4 y CD8, 3) las proteínas accesorias que promueven el reconocimiento y la activación, 4) los receptores para citocinas y 5) las proteínas de adhesión. Todas estas proteínas determinan los tipos de interacciones intercelulares en el linfocito T y, por tanto, sus funciones.
 



Desarrollo de los linfocitos T

Los precursores del linfocito T dan lugar continuamente a linfocitos T en el timo (fig. 9-2). El contacto con el epitelio y las hormonas del timo, como la timosina, la timulina y la timopoyetina II, promueve una proliferación y diferenciación extensas de la población de linfocitos T del sujeto durante el desarrollo fetal. Mientras los precursores del linfocito T están en el timo las secuencias de sus genes del TCR sufren recombinaciones que generan un TCR único en cada célula. Las células epiteliales del timo tienen una capacidad única de expresar la mayoría de las proteínas del genoma humano de modo que los linfocitos T en desarrollo pueden exponerse al repertorio normal de proteínas humanas. Los linfocitos T portadores de TCR que no son funcionales, TCR que no pueden interaccionar con moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) o aquellas que reaccionan con demasiada fuerza frente a péptidos de proteínas propias (autorreactivos) se ven forzados al suicidio (apoptosis). Los linfocitos T que sobreviven se diferencian en subpoblaciones de linfocitos T (cuadro 9-2). Los linfocitos T pueden distinguirse por el tipo de receptor para el antígeno del linfocito T, que consta de cadenas γ y δ o α y β y, en el caso de los linfocitos T α/β, por la presencia de los correceptores CD4 o CD8. Los linfocitos T pueden distinguirse por las citocinas que producen.
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Figura 9-2 Desarrollo del linfocito T humano. Los marcadores del linfocito T son útiles para identificar los estadios de diferenciación del linfocito T y para caracterizar las leucemias y los linfomas de linfocitos T. TCR, receptor del linfocito T; TdT, transferasa citoplásmica de desoxinucleotidilo terminal. 
 
 
 


 



Cuadro 9-2    Linfocitos T  
 
Linfocitos T γ/δ



TCR γ/δ reactivo frente a metabolitos microbianos

Respuestas locales: residente en sangre y tejidos

Respuestas más rápidas que linfocitos T α/β

Producen interferón γ; activan células dendríticas y macrófagos
 
Linfocitos T α/β




CD4: TCR α/β reactivo frente a péptidos en el MHC II en la célula presentadora de antígeno

Activados en ganglios linfáticos después se hacen móviles

Las citocinas activan y dirigen la respuesta inmunitaria (TH1, TH2, TH17)

Además, citotóxicos mediante interacciones Fas–ligando de Fas
 

Linfocitos Treg CD4 CD25: controlan y limitan la expansión de la respuesta inmunitaria; promueven la tolerancia y el desarrollo de linfocitos memoria


CD8: TCR α/β reactivo frente a péptidos presentados en MHC I

Activados en ganglios linfáticos por la célula dendrítica, después progresan al tejido

Citotóxico a través de perforina y granzimas e inducción de la apoptosis mediante Fas–ligando de Fas

Además producen citocinas análogas a los linfocitos CD4
 

Linfocitos NKT: TCR α/β reactivo frente a glucolípidos (micobacterias) en moléculas CD1

Matan células tumorales e infectadas por virus similar a linfocitos NK

Proporcionan apoyo temprano a las respuestas antibacterianas
 

MHC, complejo principal de histocompatibilidad; NK, citolítico espontáneo; TCR, receptor del linfocito T.
 
 

Los linfocitos T que expresan el TCR γ/δ están en la sangre, el epitelio de las mucosas y otras localizaciones tisulares y son importantes para estimular la inmunidad innata y mucosa. Estas células suponen el 5% de los linfocitos circulantes pero se expanden hasta entre el 20% y el 60% de los linfocitos T durante ciertas infecciones bacterianas o de otros tipos. El TCR γ/δ detecta metabolitos microbianos inusuales e inicia respuestas inmunitarias mediadas por citocinas.
 
El TCR α/β se expresa en la mayoría de los linfocitos T y estas células son las principales responsables de las respuestas inmunitarias activadas por el antígeno. Los linfocitos T con el TCR α/β se distinguen además por la expresión de las moléculas CD4 o CD8.
 
Los linfocitos T cooperadores (CD4) activan y controlan las respuestas inmunitarias e inflamatorias mediante interacciones intercelulares específicas y mediante la liberación de citocinas (mensajeros solubles). Los linfocitos T cooperadores interactúan con antígenos peptídicos presentados en moléculas de la clase II del MHC expresadas en células presentadoras de antígeno (APC, del inglés antigen-presenting cells) (CD, macrófagos y linfocitos B) (v. fig. 9-1). El repertorio de citocinas secretadas por un linfocito T CD4 específico en respuesta al desafío antigénico define el tipo de linfocito T CD4. En un principio, los linfocitos TH0 producen citocinas para promover la expansión de la respuesta celular y después pueden convertirse en linfocitos T productores de otras respuestas. Los linfocitos TH1 producen interferón γ (IFN-γ) para activar a los macrófagos y las CD y promueven respuestas que son especialmente importantes para controlar las infecciones intracelulares (micobacterianas y víricas) y micóticas y promover la producción de ciertos subtipos de anticuerpos IgG. Los linfocitos TH2 promueven las respuestas de anticuerpos. Los linfocitos TH17 secretan interleucina (IL) 17 para activar a los neutrófilos y promover las respuestas antibacterianas y antimicóticas y la inflamación. Los linfocitos T reguladores (Treg) expresan CD4 y CD25, impiden la activación espuria de los linfocitos T y controlan la respuesta inmunitaria. Las citocinas producidas por cada una de estas respuestas de linfocitos T se refuerzan a sí mismas pero pueden antagonizar otras respuestas. Los linfocitos T CD4 también pueden matar a las células diana con la proteína de la superficie ligando de Fas.
 
Los linfocitos T CD8 se clasifican como linfocitos T citolíticos y supresores pero también pueden producir citocinas similares a los linfocitos CD4. Los linfocitos T CD8 activados «patrullan» por el cuerpo en busca de células infectadas por virus o tumorales, a las que identifican por los péptidos antigénicos que presentan las moléculas de la clase I del MHC. Se encuentran moléculas de la clase I del MHC en todas las células nucleadas.

 



Receptores de superficie de los linfocitos T

El complejo TCR es una combinación de la estructura que reconoce el antígeno (TCR) y la maquinaria de activación de la célula (CD3) (fig. 9-3). La especificidad del TCR determina la respuesta antigénica del linfocito T. Cada molécula de TCR se compone de dos cadenas polipeptídicas diferentes. Como en los anticuerpos, cada cadena del TCR tiene una región constante y una región variable. El repertorio de TCR es muy grande y puede identificar un número enorme de especificidades antigénicas (se calcula que es capaz de reconocer 1015 epítopos distintos). Los mecanismos génicos para el desarrollo de esta diversidad también son similares a los del anticuerpo (fig. 9-4). El gen del TCR se compone de múltiples segmentos V (V1V2V3 … Vn), D y J. En los primeros estadios del desa- rrollo del linfocito T, un segmento génico V particular se recombina con uno o más segmentos D, borrando los segmentos V y D intermedios, y después se recombina con un segmento J para formar un gen del TCR único. Como el anticuerpo, la inserción aleatoria de nucleótidos en las uniones de la recombinación aumenta la posible diversidad y la posibilidad de producir TCR inactivos. Al contrario que el anticuerpo, no se produce ninguna mutación somática en los genes del TCR. Sólo las células con TCR funcionales sobrevivirán. Cada clon de linfocitos T expresa un TCR único.
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Figura 9-3 Restricción por el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y presentación del antígeno a los linfocitos T. A, Izquierda, los péptidos antigénicos unidos a las moléculas de la clase I del MHC se presentan al receptor para el linfocito T (TCR) situado en los linfocitos T CD8 citolíticos o supresores. Derecha, los péptidos antigénicos unidos a las moléculas de la clase II del MHC situadas en la célula presentadora de antígeno (APC) (linfocito B, célula dendrítica [CD] o macrófago) se presentan a los linfocitos T cooperadores CD4. B, Receptor del linfocito T. El TCR consta de diferentes subunidades. El reconocimiento del antígeno se produce por medio de las subunidades α/β o γ/δ. El complejo CD3 de las subunidades γ, δ, [image: ] y ζ promueve la activación del linfocito T. C, región constante; V, región variable. 
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Figura 9-4 Estructura del gen embrionario del receptor del linfocito T. Obsérvese la similitud en la estructura de los genes de las inmunoglobulinas. La recombinación de estos segmentos también genera un repertorio de reconocimiento diverso. C, secuencias de conexión; J y D, segmentos; V, segmentos variables. 
 
 
 

Al contrario que las moléculas de anticuerpo, el TCR reconoce un epítopo lineal de un péptido contenido dentro de una hendidura de la superficie de las moléculas del MHC I o II. La presentación del péptido antigénico exige un procesamiento proteolítico especializado de la proteína (v. más adelante) y la unión a moléculas del MHC II en la célula presentadora de antígeno o a moléculas del MHC I por todas las células nucleadas.
 
El complejo CD3 se encuentra en todos los linfocitos T y consta de las cadenas polipeptídicas γ, δ, [image: ] y ζ. El complejo CD3 es la unidad de transducción de la señal para el TCR. Las cinasas de tirosinas de proteínas (ZAP-70, Lck) se asocian al complejo CD3 cuando el antígeno está unido al complejo TCR, promueven una cascada de fosforilaciones de proteínas, la activación de la fosfolipasa C (PLC) y otros acontecimientos. Los productos de escisión del trifosfato de inositol generados por la PLC dan lugar a la liberación de calcio y activan a la cinasa de proteína C y a la calcineurina, una fosfatasa de proteínas. La calcineurina es una diana para los fármacos inmunodepresores ciclosporina y tacrolimús. La activación de las proteínas G de la membrana, como Ras, y las consecuencias de las cascadas descritas antes dan lugar a la activación de factores de transcripción específicos en el núcleo, la activación del linfocito T y la producción de IL-2 y de su receptor, IL-2R. Estos pasos se muestran en la figura 9-5.
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Figura 9-5 Vías de activación de los linfocitos T. La unión del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) II-péptido al CD4 y al receptor del linfocito T (TCR) activa cascadas de cinasas y a la fosfolipasa C para activar a su vez al factor nuclear de los linfocitos T activados (NF-AT), el factor nuclear kappa B (NF-κβ), la proteína de activación 1 (AP-1) y otros factores de transcripción. APC, célula presentadora de antígeno; DAG, diacilglicerol; GTP, trifosfato de guanosina; IL-2, interleucina 2; IP3, 1,4,5-trifosfato de inositol; Lck, cinasa de tirosina de proteínas específica del linfocito; cinasa MAP, cinasa de proteína activada por el mitógeno; PIP2, 4,5-bifosfato de fosfatidilinositol; PKC, cinasa de proteínas C; PLC-γ, fosfolipasa C γ; ZAP, proteína asociada a zeta. (Modificado de Nairn R, Helbert M: Immunology for medical students, 2.ª ed., Filadelfia, 2007, Mosby.) 
 
 


Las proteínas CD4 y CD8 son correceptores para el TCR porque facilitan la interacción del TCR con la molécula de MHC presentadora del antígeno y pueden aumentar la respuesta. El CD4 se une a las moléculas de la clase II del MHC situadas en la superficie de las APC. El CD8 se une a las moléculas de la clase I del MHC situadas en la superficie de las APC y las células diana. Las moléculas de la clase I del MHC se expresan en todas las células nucleadas (v. más información sobre el MHC más adelante en este capítulo). Las colas citoplásmicas del CD4 y el CD8 se asocian a una cinasa de tirosinas de proteínas (Lck), que potencia la activación inducida por el TCR de la célula al unirse a la APC o a la célula diana. El CD4 o el CD8 se encuentran en los linfocitos T α/β pero no en los linfocitos T γ/δ.
 
Las moléculas accesorias expresadas en el linfocito T incluyen varios receptores para proteínas situados en la superficie que interaccionan con proteínas de las APC y las células diana, lo que conduce a la activación del linfocito T, la promoción de interacciones estrechas entre las células o la facilitación de la muerte de la célula diana. Estas moléculas accesorias son las siguientes:

1. CD45RA (linfocitos T vírgenes) o CD45RO (linfocitos T memoria), una proteína transmembrana tirosina-fosfatasa (PTP)

2. CD28 o proteína asociada al linfocito T citotóxico 4 (CTLA-4) que se une a la proteína B7 situada en las APC para producir una señal coestimuladora o inhibitoria al linfocito T

3. CD154 (CD40L), que está presente en los linfocitos T activados y se une al CD40 situado en las CD, los macrófagos y los linfocitos B para promover su activación

4. FasL, que inicia la apoptosis en una célula diana que expresa Fas en su superficie celular.
 
Las moléculas de adhesión estrechan la interacción del linfocito T con la APC o la célula diana y también pueden promover la activación. Las moléculas de adhesión son el antígeno asociado a la función del leucocito 1 (LFA-1), que interacciona con las moléculas de adhesión intercelulares (ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3) situadas en la célula diana. El CD2 se identificó originalmente por su capacidad para unir hematíes de carnero (receptores para el eritrocito). El CD2 se une al LFA-3 situado en la célula diana y promueve la adhesión intercelular y la activación del linfocito T. Los antígenos muy tardíos (VLA-4 y VLA-5) se expresan en las células activadas de forma más tardía en la respuesta y se unen a la fibronectina en las células diana para potenciar la interacción.
 
Los linfocitos T expresan receptores para muchas citocinas que activan y regulan al linfocito T (tabla 9-1). Los receptores para citocinas activan cascadas de proteína-cinasas al unirse a la citocina, para transportar la señal al núcleo. El receptor para la IL-2 (IL-2R) está compuesto de tres subunidades. Las subunidades β/γ están en la mayoría de los linfocitos T (también en los linfocitos citolíticos espontáneos [NK]) y tienen una afinidad intermedia por la IL-2. La subunidad α (CD25) la induce la activación celular para formar IL-2R α/β/γ de afinidad alta. La unión de la IL-2 al IL-2R inicia una señal estimuladora del crecimiento en el linfocito T, y también promueve la producción de más IL-2 e IL-2R. El CD25 se expresa en las células en crecimiento activadas, incluido el subgrupo de Treg de los linfocitos T CD4 (CD4+CD25+). Los receptores para quimiocinas distinguen diferentes linfocitos T y guían a la célula allí donde residirán en el cuerpo.
 

Tabla 9-1
 
Citocinas que modulan la función del linfocito T
 



	Tipo de respuesta 	Fase aguda 	TH1 	TH17 	TH2 	Treg/Sup 
 


	Inductores 	PAMP 	IL-12 	IL-6 + TGF-β 	IL-6 	?? 
 
	 	 	 	IL-23 	 	 
 
	Mediadores 	IL-1 	IL-2 	IL-17 	IL-4 	I-10 
 
	 	TNF-α 	LT 	 	IL-5 	TGF-β 
 
	 	IL-6 	IFN-γ 	 	IL-10 	 
 
	 	IFN-α
IFN-β 	 	 	 	 
 
	 	IL-12, IL-23 	 	 	 	 
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IFN, interferón; IL, interleucina; LT, linfotoxina; PAMP, patrones moleculares asociados a microorganismos patógenos; Sup, supresor; TGF-β, factor de crecimiento transformador β; TH, (linfocito) T cooperador.







Inicio de las respuestas del linfocito T

Presentación del antígeno a los linfocitos T


Las CD constituyen un puente entre las respuestas innatas e inmunitarias y las citocinas que producen determinan la naturaleza de la respuesta del linfocito T. Las CD son las únicas células presentadoras de antígeno que pueden iniciar una respuesta del linfocito T específica frente a un antígeno (v. cuadro 9-2). Las CD tienen brazos como de pulpo con una gran superficie (dendritas), producen citocinas y tienen MHC para presentar el antígeno a los linfocitos T. Los macrófagos y los linfocitos B pueden presentar antígenos a los linfocitos T pero no pueden activar a un linfocito T virgen para iniciar una nueva respuesta inmunitaria.
 
La activación de una respuesta de linfocito T específica frente a un antígeno requiere una combinación de citocinas e interacciones intercelulares por medio de receptores (tabla 9-2) iniciada por la interacción del TCR con los péptidos antigénicos situados en el MHC. Las moléculas de la clase I y II del MHC proporcionan una cuna molecular al péptido. La molécula CD8 situada en los linfocitos T citolíticos o supresores se une a las moléculas de la clase I del MHC situadas en las células diana y promueve su interacción (v. fig. 9-3A). La molécula CD4 situada en los linfocitos T cooperadores o de la hipersensibilidad de tipo retardado (HTR) se une a las moléculas de la clase II del MHC situadas en las APC y promueve su interacción. Las moléculas del MHC están codificadas dentro del locus génico del MHC (fig. 9-6). El MHC contiene un grupo de genes importantes para la respuesta inmunitaria.
 

Tabla 9-2
 
Respuestas de linfocitos T específicos frente al antígeno
 


	
Activación de APC de linfocitos T vírgenes




	La activación del linfocito T exige las interacciones del antígeno, el correceptor y las citocinas 
 
	CD 	Linfocito T CD4 	Función 
 
	Complejo MHC II-péptido 	TCR/CD4 	Especificidad por el antígeno 
 
	B7 	CD28 o CTLA4 	Activación o supresión 
 
	IL-1 	IL-1R 	Activación 
 
	IL-6 	IL-6R 	Supera la tolerancia inducida por el Treg 
 	
Activación del linfocito T por la APC




	La presentación aumentada del antígeno por las APC, la actividad antimicrobiana aumentada de los macrófagos y el cambio de clase en la producción de inmunoglobulinas por el linfocito B requiere las interacciones del antígeno, el correceptor y las citocinas 
 
	CD, macrófago o linfocito B 	Linfocito T CD4 	Función 
 
	Complejo MHC II-péptido 	Linfocito T CD4: TCR/CD4 	Especificidad por el antígeno 
 
	B7-1, B7-2 	CD28 	Activación del linfocito T 
 
	CD40 	CD40L 	Activación de otras funciones de la APC 
 
	IL-12 	 	Activación o refuerzo de respuestas TH1 
 
	IFN-γ 	 	Activación de macrófagos y cambio de clase en linfocito B 
 
	IL-4 	 	Funciones TH2: crecimiento y cambio de clase en linfocito B 
 
	IL-5 	 	Funciones TH2: cambio de clase en linfocito B 
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APC, célula presentadora de antígeno; CD, célula dendrítica; CTL, linfocito citotóxico; IFN-γ, interferón γ; IL, interleucina; MHC II, complejo principal de histocompatibilidad II; TCR, receptor del linfocito T; TH, (linfocito) T cooperador.
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Figura 9-6 Mapa génico del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Los genes de las moléculas de las clases I y II, así como de componentes del complemento y del factor de necrosis tumoral (TNF), están dentro del complejo génico del MHC. 
 
 
 

Las moléculas de la clase I del MHC se encuentran en todas las células nucleadas y son el principal determinante de lo «propio». La molécula de la clase I del MHC, también conocida como HLA en los seres humanos y H-2 en el ratón, consta de dos cadenas, una cadena pesada variable y una cadena ligera (β2-microglobulina) (fig. 9-7). Las diferencias en la cadena pesada de la molécula de HLA entre los sujetos (diferencias alotípicas) desencadenan la respuesta del linfocito T que impiden el trasplante de injertos (tejidos). Hay tres genes principales del HLA: HLA-A, HLA-B y HLA-C y otros genes del HLA secundarios. Cada célula expresa un par de proteínas HLA-A, HLA-B y HLA-C diferentes, una de cada progenitor, lo que proporciona seis hendiduras diferentes para capturar los péptidos antigénicos. La cadena pesada de la molécula de la clase I del MHC forma una hendidura con los extremos cerrados, como el hueco de un pan de pita, que mantiene un péptido de ocho a nueve aminoácidos. La molécula de la clase I del MHC presenta péptidos antigénicos procedentes del interior de la célula (endógenos) a los linfocitos T que expresan el CD8. El aumento de la expresión de las moléculas de la clase I del MHC convierte a la célula en una mejor diana para la acción del linfocito T. Algunas células (encéfalo) y algunas infecciones víricas (virus del herpes simple, citomegalovirus) reducen la expresión de antígenos del MHC I para reducir su potencial como dianas de los linfocitos T.
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Figura 9-7 Estructura de las moléculas del complejo de histocompatibilidad de las clases I y II (MHC). Las moléculas de la clase I del MHC constan de dos subunidades, la cadena pesada y la β2-microglobulina. El hueco de unión está cerrado en sus extremos y sólo puede albergar péptidos de 8 a 9 aminoácidos. Las moléculas de la clase II del MHC constan de dos subunidades, α y β, y albergan péptidos de 11 o más aminoácidos. 
 
 
 

Las moléculas de la clase II del MHC se expresan normalmente en las células presentadoras de antígeno, células que interactúan con los linfocitos T CD4 (p. ej., macrófagos, CD, linfocitos B). Las moléculas de la clase II del MHC están codificadas por los locus DP, DQ y DR y, como el MHC I, también se expresan de forma codominante para producir seis moléculas diferentes. Las moléculas de la clase II del MHC son un dímero de subunidades α y β (v. fig. 9-7). Las cadenas de la molécula de la clase II del MHC forman una hendidura de unión al péptido con los extremos abiertos que se parece a un perrito caliente y mantiene un péptido de 11 a 12 aminoácidos. La molécula de la clase II del MHC presenta péptidos antigénicos ingeridos (exógenos) a los linfocitos T que expresan el CD4.
 
Las moléculas CD1 del MHC se parecen a las moléculas MHC I, tienen una cadena pesada y una cadena ligera (β2-microglobulina), pero ligan glucolípidos en lugar de péptidos. Las moléculas CD1 se expresan sobre todo en las CD y presentan el antígeno al TCR situado en los linfocitos NKT (CD4−CD8−). Las moléculas CD1 son especialmente importantes para la defensa frente a infecciones por micobacterias.
 

Presentación del péptido por moléculas de las clases I y II del MHC

Al contrario que los anticuerpos que pueden reconocer epítopos tridimensionales, los péptidos antigénicos del linfocito T deben ser epítopos lineales. Un antígeno de linfocito T debe ser un péptido de 8 a 12 aminoácidos con un esqueleto hidrofóbico que se una a la base de la hendidura molecular de la molécula de las clases I o II del MHC y exponga un epítopo de linfocito T al TCR. Debido a estas limitaciones, puede haber sólo un péptido antigénico para el linfocito T en una proteína. Todas las células nucleadas procesan mediante proteólisis un grupo de proteínas intracelulares y muestran los péptidos a los linfocitos T CD8 (vía endógena de presentación del antígeno) para distinguir lo «propio», lo «ajeno», la expresión inadecuada de proteínas (célula tumoral) o la presencia de infecciones intracelulares, mientras que las APC procesan y presentan péptidos de proteínas fagocitadas a los linfocitos T CD4 (vía exógena de presentación del antígeno) (fig. 9-8). Las CD pueden cambiar estas vías (presentación cruzada) para presentar antígeno exógeno a los linfocitos T CD8 e iniciar respuestas antivíricas y antitumorales.
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Figura 9-8 Presentación del antígeno. A, Endógena: El antígeno endógeno (producido por la célula y análogo a la basura celular) es enviado mediante su unión a la ubicuitina (u) al proteosoma para su digestión. Los péptidos de ocho a nueve aminoácidos se transportan por medio del transportador asociado al procesamiento del antígeno (TAP) en el retículo endoplásmico (RE). El péptido se une a un surco situado en la cadena pesada de la molécula del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de la clase I y la β2-microglobulina (β2m) se une a la cadena pesada. El complejo se procesa a través del aparato de Golgi y se lleva a la superficie celular para presentarlo a los linfocitos T CD8. B, Exógena: Las moléculas de la clase II del MHC se ensamblan en el RE con una cadena proteínica invariable para evitar que adquieran un péptido en el RE. Son transportadas en una vesícula a través del aparato de Golgi. El antígeno exógeno (fagocitado) se degrada en los lisosomas, que después se fusionan con una vesícula que contiene las moléculas de la clase II del MHC. La cadena invariable se degrada y es desplazada por péptidos de 11 a 13 aminoácidos, que se unen a la molécula de la clase II del MHC. El complejo se lleva después a la superficie celular para presentarlo a los linfocitos T CD4. C, Presentación cruzada: El antígeno exógeno entra en el RE de las células dendríticas y se presenta en moléculas MHC I a los linfocitos T CD8. 
 
 
 

Las moléculas de la clase I del MHC ligan y presentan péptidos obtenidos a partir de proteínas celulares en el proteosoma (una máquina proteasa) en el citoplasma. Estos péptidos pasan al retículo endoplásmico (RE) por medio del transportador asociado al procesamiento del antígeno (TAP). La mayoría de estos péptidos procede de proteínas mal plegadas o en exceso (basura) marcadas por la unión de la proteína ubicuitina. El péptido antigénico se une a la cadena pesada de la molécula de la clase I del MHC. Después la cadena pesada del MHC puede ensamblarse adecuadamente con la β2-microglobulina, salir del RE y proceder a la membrana celular.
 
Durante una infección vírica se producen grandes cantidades de proteínas víricas que se degradan en péptidos y se convierten en la fuente predominante de péptidos que ocupan las moléculas de la clase I del MHC para ser presentados a los linfocitos T CD8. Las células trasplantadas (injertos) expresan péptidos en sus moléculas del MHC, que difieren de las del hospedador, y que por tanto pueden reconocerse como extrañas. Las células tumorales expresan a menudo péptidos derivados de proteínas anómalas o embrionarias, que pueden desencadenar respuestas en el hospedador porque éste no se hizo tolerante a ellas. La expresión de estos péptidos «extraños» en el MHC I en la superficie de la célula permite al linfocito T «ver» lo que está pasando dentro de la célula.
 
Las moléculas de la clase II presentan péptidos procedentes de proteínas exógenas que se adquirieron mediante macropinocitosis, pinocitosis o fagocitosis y después se degradaron en los lisosomas de las APC. La proteína de la clase II del MHC también se sintetiza en el RE, pero al contrario que el MHC I, la cadena invariante se asocia al MHC II para impedir la adquisición de un péptido. El MHC II adquiere su péptido antigénico como resultado de la convergencia de la vía de transporte vesicular (que lleva las moléculas de la clase II del MHC recién sintetizadas) y la vía de degradación lisosómica (que lleva proteínas fagocitadas y sometidas a proteólisis). Los péptidos antigénicos desplazan un péptido de la cadena invariable y se asocian a la hendidura formada en la proteína de la clase II del MHC; el complejo se traslada después a la superficie celular.
 
La presentación cruzada del antígeno la utilizan las células dendríticas para presentar antígenos a los linfocitos T CD8 vírgenes con el fin de comenzar la respuesta a los virus y las células tumorales. Tras captar el antígeno (incluidos restos de células apoptósicas) en la periferia, la proteína se degrada, sus péptidos entran en el citoplasma y pasan a través de las TAP al RE para unirse a las moléculas del MHC I.
 
La siguiente analogía podría ayudar a comprender la presentación del antígeno: Todas las células degradan sus proteínas «basura» y después las presentan en la superficie en cubos de basura de la clase I del MHC. Los linfocitos T CD8 que «patrullan» por el barrio no se alarman si ven en la basura los péptidos normales diarios. Un intruso vírico produciría grandes cantidades de basura de péptidos víricos (p. ej., latas de cerveza, cajas de pizza) que se mostrarían en los cubos de basura moleculares de la clase I del MHC, lo que alertaría a los linfocitos T CD8 que realizan la vigilancia. Las APC (CD, macrófagos y linfocitos B) son parecidos a basureros o trabajadores del alcantarillado; recogen la basura del vecindario o el alcantarillado linfático, lo degradan, se lo enseñan a las moléculas de la clase II del MHC y después pasan al ganglio linfático para presentar los péptidos antigénicos a los linfocitos T CD4 en la «comisaría». Los antígenos extraños alertarán a los linfocitos T CD4 para que liberen citocinas y activen una respuesta inmunitaria.
 





Activación de los linfocitos T CD4 y su respuesta al antígeno

La activación de las respuestas de linfocitos T vírgenes la inician las CD y después las expanden otras APC. Los linfocitos T cooperadores CD4 se activan por la interacción del TCR con el péptido antigénico presentado por las moléculas de la clase II del MHC en la APC (fig. 9-9A). La interacción se ve fortalecida por la unión del CD4 a la molécula de la clase II del MHC y la unión de las proteínas de adhesión del linfocito T y la APC. Es necesaria una señal coestimuladora mediada por la unión de las moléculas B7 del macrófago, la célula dendrítica o el linfocito B a las moléculas CD28 del linfocito T para inducir el crecimiento del linfocito T como un mecanismo de seguridad que asegure la activación legítima. El B7 también interacciona con el CTLA4, que produce una señal inhibidora. Las APC activadas expresan suficiente B7 para llenar todos los CTLA4 y unirse después al CD28. También son necesarias señales de las citocinas (p. ej., IL-1, IL-2, IL-6) para iniciar el crecimiento y superar la supresión reguladora de la célula. La activación adecuada del linfocito T cooperador promueve la producción de IL-2 y aumenta la expresión de IL-2R en la superficie celular, lo que potencia la capacidad de la propia célula de unirse a la IL-2 y de mantener la activación por IL-2. Una vez activada, la IL-2 mantiene el crecimiento de la célula y otras citocinas influyen en si el linfocito T cooperador madura en un linfocito cooperador TH1, TH17 o TH2 (v. siguiente apartado).
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Figura 9-9 Las moléculas implicadas en la interacción entre los linfocitos T y las células presentadoras de antígeno (APC). A, Inicio de una respuesta del linfocito T CD4. El inicio de una respuesta del linfocito T CD8 es similar, pero el CD8 y el receptor del linfocito T (TCR) interaccionan con el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) I y el péptido que alberga. B, La unión del linfocito T CD4 cooperador a un linfocito B, célula dendrítica o macrófago. C, Unión del linfocito T CD8 a la célula diana. La interacción Fas–FasL promueve la apoptosis. Las interacciones entre el receptor de superficie celular y el ligando y las de las citocinas están indicadas con la dirección de su acción. Ag, antígeno; CTLA4, linfocito T citotóxico A4; ICAM-1, molécula de adhesión intercelular 1; LFA-1, antígeno asociado a la función del leucocito 1. (De Rosenthal KS, Tan M: Rapid reviews in microbiology and immunology, 3.ª ed., Filadelfia, 2010, Elsevier.) 
 
 


La activación parcial (interacción del TCR con péptido en el MHC) sin coestimulación lleva a la anergia (falta de respuesta) o a la muerte apoptósica (suicido celular) del linfocito T. Éste es un mecanismo para 1) eliminar linfocitos T autorreactivos en el timo y 2) promover el desarrollo de tolerancia frente a proteínas propias. Además, la unión del CTLA-4, en lugar del CD28, en los linfocitos T con el B7 situado en las células APC puede dar lugar a la anergia hacia el antígeno.
 
Una vez activados, los linfocitos T CD4 salen del ganglio linfático y entran en la sangre o se desplazan a las zonas de linfocitos B de los ganglios linfáticos y del bazo. La presentación del antígeno inicia interacciones estrechas entre el linfocito T y la APC que permiten a las moléculas CD40L y CD28 del linfocito T unirse a las moléculas CD40 y B7 de las APC. Estas interacciones estimulan la activación mutua del linfocito T y de la APC (fig. 9-9B). Esta interacción y las citocinas producidas por el linfocito T determinarán la función de los macrófagos y las CD y qué inmunoglobulina producirá el linfocito B.
 
Funciones del linfocito T CD4 cooperador

Los linfocitos T CD4 promueven la expansión de la respuesta inmunitaria con citocinas promotoras del crecimiento celular y definen la naturaleza de la respuesta con otras citocinas. Los linfocitos T CD4 empiezan como un linfocito TH0 que puede evolucionar a linfocitos TH1, TH2, TH17 y otros linfocitos TH con diferentes funciones, determinado por la CD inicial y las interacciones con las citocinas. Los diferentes tipos de linfocitos TH se definen por las citocinas que secretan y así por las respuestas que inducen (fig. 9-10 y tabla 9-3; v. también fig. 9-1 y tabla 9-1).
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Figura 9-10 Las respuestas del linfocito T están determinadas por citocinas. Las células dendríticas inician y determinan el tipo de respuestas de linfocitos T CD4 mediante las citocinas que producen. De manera análoga, los linfocitos T les dicen a otras células qué hacer con otras citocinas. Se indican las citocinas definidoras de las respuestas. ↑, aumento; ↓, reducción; CTL, linfocito T citotóxico; IFN-γ, interferón γ; IgG/IgE/IgA, inmunoglobulina G/E/A; IL, interleucina; TGF-β, factor de crecimiento transformador β; TH, (linfocito) T cooperador. (De Rosenthal KS, Tan M: Rapid reviews in microbiology and immunology, 3.ª ed., Filadelfia, 2010, Elsevier.) 
 
 



Tabla 9-3
 
Citocinas producidas por los linfocitos TH1, TH2 y TH17*
 



	
	TH17 	TH1 	TH2 
 


	Descripción 	Temprana 	1 = primera = temprana = local 	2 = segunda = tardía = sistémica 
 
	Inductor 	IL-6 + TGF-β
o IL-23 	IL-12 	IL-4 
 
	Citocinas definidoras de la respuesta 	IL-17, TNF-α, quimiocinas 	IFN-γ, IL-2, LT, quimiocinas, etc.*
 	IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, quimiocinas, etc.*
 
 
	Respuesta 	Neutrófilos, respuesta tisular, inflamación 	Celular, célula mielocítica, anticuerpo, reacciones inflamatorias, p. ej., HTR 	Humoral (anticuerpo) 
 
	Dianas 	Bacterias, hongos 	Infecciones intracelulares víricas, bacterianas, micóticas y parasitarias, antitumoral 	Microbios vehiculados por la sangre, algunos virus, algunos parásitos, la mayoría de las bacterias 
 
	 	Inhibido por IL-12 	Inhibe TH2 	Inhibe TH1 
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GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos; HTR, hipersensibilidad de tipo retardado; IFN-γ, interferón γ; IL, interleucina; LT, linfotoxina; TGF-β, factor de crecimiento transformador β; TH, (linfocito) T cooperador; TNF-α, factor de necrosis tumoral α.

* Citocinas comunes TH1 y TH2: GM-CSF, IL-3 (crecimiento del leucocito).
 

La principal función de los linfocitos TH0 es expandir la respuesta inmunitaria mediante la producción de citocinas que promuevan el crecimiento del linfocito y activar a las CD, incluidos la IL-2, el IFN-γ y la IL-4. Una vez activados, los linfocitos TH1 y TH2 producen citocinas que expanden las respuestas innatas e inmunitarias (factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos [GM-CSF], factor de necrosis tumoral α [TNF-α] e IL-3) y citocinas que definen la respuesta (autocrina), pero inhiben el desarrollo de otros tipos de linfocitos T CD4.
 
La activación de las respuestas TH1 exige IL-12 producida por las CD y los macrófagos y la presentación del antígeno a los linfocitos T CD4. Los linfocitos TH1 se caracterizan por la secreción de IL-2, IFN-γ y TNF-β (linfotoxina [LT]). Estas citocinas estimulan respuestas inflamatorias y la producción de una subclase específica de IgG que se une a receptores para el Fc situados en los neutrófilos y los linfocitos NK y que puede fijar el complemento. El IFN-γ, también conocido como factor activador del macrófago, refuerza las respuestas TH1 al favorecer la producción de más IL-12, lo que crea un ciclo que se mantiene a sí mismo. El TNF-β puede activar a los neutrófilos. Los linfocitos TH1 son inhibidos por la IL-4 y la IL-10, que producen los linfocitos TH2. Los linfocitos TH1 activados también expresan el ligando FasL, que puede interactuar con la proteína Fas situada en las células diana para promover la apoptosis (muerte) de la célula diana, y la del receptor para quimiocinas CCR5 que promueve la relocalización en las zonas de infección.
 
La respuesta TH1 (1 significa temprana) suele producirse pronto en la respuesta a una infección y activa las respuestas celulares y de anticuerpos. Las respuestas TH1 amplifican las reacciones inflamatorias locales y las reacciones de HTR al activar a los macrófagos, los linfocitos NK y los linfocitos T CD8 citotóxicos, y también expanden la respuesta inmunitaria al estimular el crecimiento de los linfocitos B y T con la IL-2. Las respuestas inflamatorias y de anticuerpos estimuladas por las respuestas TH1 son importantes para eliminar las infecciones intracelulares (p. ej., virus, bacterias y parásitos) y por hongos, pero también se asocian a enfermedades inflamatorias autoinmunitarias celulares (p. ej., esclerosis múltiple, enfermedad de Crohn).
 
Las respuestas antibacterianas y antimicóticas iniciales están mediadas por los linfocitos TH17. Éstos son linfocitos T CD4 cooperadores estimulados por la IL-6 más el factor de crecimiento transformador (TGF) β o la IL-23 en lugar de la IL-12. La IL-23 pertenece a la familia de citocinas de la IL-12. Los linfocitos TH17 producen citocinas, como la IL-17, la IL-22, la IL-6 y el TNF-α, y quimiocinas proinflamatorias, que activan a los neutrófilos y promueven las respuestas inflamatorias. Las respuestas TH17 también proporcionarían protección en lugares con privilegio inmunitario, como el ojo, donde hay mucho TGF-β. Las respuestas TH17 se asocian a enfermedades inflamatorias celulares autoinmunitarias como la artritis reumatoide.
 
Las respuestas TH2 (2 significa secundaria) se producen más tarde en respuesta a la infección y actúan a nivel sistémico mediante respuestas mediadas por anticuerpos. La respuesta TH2 se produce sin la señal IL-12/IFN-γ de las respuestas innatas y después la IL-4 refuerza la continuación de las respuestas TH2. El IFN-γ inhibe el desarrollo del linfocito TH2. La respuesta TH2 puede estimularse más tarde en una infección, cuando el antígeno alcanza los ganglios linfáticos y es presentado por las CD, los macrófagos y los linfocitos B. Los linfocitos B que expresan anticuerpos específicos en su superficie pueden capturar, procesar y presentar el antígeno a los linfocitos TH2 con el fin de establecer un circuito específico del antígeno, lo que estimula el crecimiento y la expansión clonal de los linfocitos T cooperadores y de los linfocitos B que reconocen el mismo antígeno. Los linfocitos TH2 liberan las citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 que promueven las respuestas humorales (sistémicas). Estas citocinas estimulan al linfocito B para que produzca recombinaciones dentro del gen de las inmunoglobulinas para cambiar de la producción de IgM e IgD a la de subtipos específicos de IgG, IgE o IgA. Las respuestas TH2 se asocian a la producción de IgE, que es útil en las respuestas contra los helmintos pero que media la alergia. Las respuestas TH2 pueden exacerbar una infección intracelular (p. ej., Mycobacterium leprae, Leishmania) por una disminución prematura de las respuestas TH1 protectoras.
 
Los linfocitos Treg que expresan CD4+CD25+ son linfocitos supresores específicos frente a un antígeno. Estas células impiden el desarrollo de respuestas autoinmunitarias al producir TGF-β e IL-10, ayudan a mantener las respuestas de los linfocitos T controladas y promueven el desarrollo de linfocitos memoria. Se han descrito otras respuestas TH, como TH9, TH22 y TFH (T cooperador folicular), y sus nombres se refieren a la principal citocina que producen o a las funciones que la citocina promueve. Los linfocitos TFH proporcionan ayuda a los linfocitos B dentro de los folículos del ganglio linfático.

 




Linfocitos T CD8

Los linfocitos T CD8 incluyen los linfocitos T citotóxicos (CTL) y los linfocitos supresores. Los CTL forman parte de la respuesta TH1 y son importantes para eliminar células infectadas por virus y células tumorales. Los linfocitos T CD8 también pueden secretar citocinas del tipo TH1. Se sabe menos sobre los linfocitos supresores.
 
La respuesta CTL se inicia cuando los linfocitos T CD8 vírgenes en el ganglio linfático son activados por las CD presentadoras de antígeno y por citocinas producidas por los linfocitos T CD4 TH1, incluida la IL-2 (similar a la activación de los linfocitos T CD4 como en la fig. 9-9). La presentación del antígeno en el MHC I puede ser el resultado de una infección vírica o de una presentación cruzada de un antígeno adquirido en el lugar de infección o tumor por una CD. Los linfocitos T CD8 activados se dividen y diferencian en CTL maduros. Durante una provocación con un virus en un ratón, el número de CTL específicos aumentará hasta 100.000 veces. Cuando los CTL activados encuentran una célula diana, se unen fuertemente a través de interacciones del TCR con proteínas de la clase I del MHC portadoras del antígeno y moléculas de adhesión en ambas células (similar al cierre de una cremallera). Los gránulos que contienen moléculas tóxicas, granzimas (esterasas) y una proteína formadora de poros (perforina) se mueven hacia la zona de la interacción y liberan su contenido en el hueco (sinapsis inmunitaria) formado entre el linfocito T y la célula diana. La perforina genera agujeros en la membrana celular diana que permiten la entrada del contenido e inducen la apoptosis (muerte celular programada) en la célula diana. Los linfocitos T CD8 pueden iniciar también la apoptosis en las células diana a través de la interacción del FasL situado en el linfocito T con la proteína Fas situada en la superficie de la célula diana. FasL es un miembro de la familia de proteínas del TNF y Fas es un miembro de la familia de proteínas del receptor para el TNF. La apoptosis se caracteriza por la degradación del ADN de la célula diana en fragmentos separados de unos 200 pares de bases y la ruptura de las membranas internas. Las células se encogen en cuerpos apoptósicos, que son fagocitados fácilmente por los macrófagos y las CD. La apoptosis es un método limpio de muerte celular, al contrario que la necrosis, que lanza señales al neutrófilo que provoca mayor lesión tisular. Los linfocitos T CD4 TH1 y los linfocitos NK también expresan el FasL y pueden iniciar la apoptosis en las células diana.
 
Los linfocitos T supresores proporcionan una regulación específica del antígeno de los linfocitos T cooperadores por medio de citocinas inhibidoras y otros medios. Como los CTL, los linfocitos T supresores interactúan con las moléculas de la clase I del MHC.
 



Linfocitos NKT

Los linfocitos NKT son como un híbrido entre los linfocitos NK y los linfocitos T. Expresan un marcador del linfocito NK, NK1.1 y un TCR α/β. Al contrario que otros linfocitos T, el repertorio de TCR es muy limitado. Pueden expresar CD4, pero la mayoría carece de moléculas CD4 y CD8 (CD4−CD8−). El TCR de la mayoría de los linfocitos NKT reacciona con moléculas CD1, que presentan glucolípidos y glucopéptidos microbianos. Tras su activación, los linfocitos NKT liberan grandes cantidades de IL-4 e IFN-γ. Los linfocitos NKT ayudan en las respuestas iniciales a la infección y son muy importantes para la defensa frente a infecciones micobacterianas.
 



Linfocitos B e inmunidad humoral

El componente molecular primario de la respuesta inmunitaria humoral es el anticuerpo. Los linfocitos B y las células plasmáticas sintetizan moléculas de anticuerpo en respuesta a la provocación con el antígeno. Los anticuerpos proporcionan protección ante una nueva provocación de un microorganismo infeccioso, bloquean la propagación del microorganismo en la sangre y facilitan la eliminación del microorganismo infeccioso. Para conseguir estas tareas debe disponerse de un repertorio increíblemente grande de moléculas de anticuerpo que reconozcan el enorme número de microorganismos infecciosos y moléculas que desafían nuestro cuerpo. Además de la interacción específica con estructuras extrañas, las moléculas de anticuerpo también deben interaccionar con sistemas y células del hospedador (p. ej., complemento, macrófagos) para promover la eliminación del antígeno y la activación de las consiguientes respuestas inmunitarias (cuadro 9-3). Las moléculas de anticuerpo también sirven de receptores de superficie celular que estimulan a las factorías apropiadas de anticuerpos para que crezcan y produzcan más anticuerpos en respuesta al desafío antigénico.
 

 



Cuadro 9-3    Acciones antimicrobianas de los anticuerpos  



Son opsoninas: promueven la ingestión y acción lítica de las células fagocíticas (lgG)

Neutralizan (bloquean la unión de) bacterias, toxinas y virus

Aglutinan bacterias: pueden ayudar a su eliminación

Inmovilizan a los microorganismos móviles

Se combinan con antígenos en la superficie microbiana y activan la cascada del complemento, lo que induce una respuesta inflamatoria y lleva fagocitos frescos y anticuerpos séricos a la zona

Se combinan con antígenos en la superficie microbiana, activan la cascada del complemento y anclan el complejo de ataque de la membrana en el que intervienen C5b a C9
 
 




Tipos y estructuras de las inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas están compuestas por al menos dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, un dímero de dímeros. Se subdividen en clases y subclases en función de la estructura y distinción del antígeno de sus cadenas pesadas. La IgG, la IgM y la IgA son las principales formas de anticuerpos, mientras que la IgD y la IgE suponen menos del 1% de todas las inmunoglobulinas. Las clases IgA e IgG de inmunoglobulinas se dividen a su vez en subclases en función de diferencias en la porción Fc. Hay cuatro subclases de IgG, designadas IgG1 a IgG4, y dos subclases de IgA (IgA1 e IgA2) (fig. 9-11).
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Figura 9-11 Comparación de las estructuras de las clases y subclases de inmunoglobulinas en los seres humanos. La IgA y la IgM se mantienen juntas en multímeros mediante la cadena J. La IgA puede adquirir el componente secretorio para atravesar las células epiteliales. 
 
 
 

Las moléculas de anticuerpo son moléculas en forma de Y con dos regiones estructurales importantes que median las dos principales funciones de la molécula (v. fig. 9-11; tabla 9-4). La región variable o lugar de combinación con el antígeno debe ser capaz de identificar e interactuar de forma específica con un epítopo situado en un antígeno. Cada sujeto produce un gran número de diferentes moléculas de anticuerpo, cada una con una región variable diferente, para reconocer el número aparentemente infinito de diversos antígenos que hay en la naturaleza. La porción Fc (tallo del anticuerpo Y) interacciona con los sistemas del hospedador y las células para promover la eliminación del antígeno y la activación de las consiguientes respuestas inmunitarias. La porción Fc es responsable de la fijación del complemento y de la unión de la molécula a los receptores para las inmunoglobulinas (FcR) de la superficie celular situados en los macrófagos, los linfocitos NK, los linfocitos T y otras células. Para la IgG y la IgA, la porción Fc interacciona con otras proteínas para promover la transferencia a través de la placenta y la mucosa, respectivamente (tabla 9-5). Además, cada uno de los diferentes tipos de anticuerpo puede sintetizarse con una porción que atraviesa la membrana con el fin de convertirse en un receptor de superficie para el antígeno.
 

Tabla 9-4
 
Propiedades y funciones de las inmunoglobulinas
 



	
	IgM 	IgD 	IgG 	IgE 	IgA 
 


	Cadena pesada 	μ 	δ 	γ 	[image: ] 	α 
 
	Subclases 	 	 	γ1, γ2, γ3, γ4 	 	α1, α2 
 
	Masa molecular (kDa) 	900 	185 	154 	190 	160 
 
	% Ig sérica 	5-10 	<1 	75-85 	<1 	5-15 
 
	Semivida (días) 	5 	2-3 	23 	2-3 	6 
 
	Necesidad de linfocito T 	Independiente 	Independiente 	Dependiente 	Dependiente 	Dependiente 
 
	Tiempo/memoria 	Temprana, primaria 	Temprana, primaria 	Tardía, memoria 	Tardía, memoria 	Tardía, memoria 
 
	Complemento 	++ 	− 	++ 	− 	− 
 
	Opsonización 	++ 	− 	++ 	− 	− 
 
	CCDA 	++ 	− 	++ 	− 	− 
 
	Atraviesa placenta 	− 	− 	++ 	− 	− 
 
	Protege mucosa 	+ 	− 	−?? 	− 	+++ 
 
	Activa mastocito 	− 	− 	− 	+++ 	− 
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CCDA, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.




Tabla 9-5
 
Interacciones del Fc con componentes inmunitarios
 



	Componente inmunitario 	Interacción 	Función 
 


	Receptor para el Fc 	Macrófagos 	Opsonización 
 
	Neutrófilos polimorfonucleares 	Opsonización 
 
	Linfocitos T 	Activación 
 
	Linfocitos citolíticos espontáneos (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos) 	Muerte 
 
	Mastocitos para inmunoglobulina E 	Reacciones alérgicas, antiparasitarias 
 
	Complemento 	Sistema del complemento 	Opsonización, muerte (especialmente de bacterias), activación de inflamación 
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La IgG y la IgA tienen una región bisagra rica en prolina que tiende a ser escindida por enzimas proteolíticas. La digestión de las moléculas de IgG con papaína da lugar a dos fragmentos Fab y un fragmento Fc (fig. 9-12). Cada fragmento Fab tiene una zona de unión al antígeno. La pepsina escinde la molécula y produce un fragmento F(ab′)2 con dos lugares de unión al antígeno y un fragmento pFc′.
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Figura 9-12 Digestión proteolítica de la IgG. El tratamiento con pepsina produce un fragmento dimérico F(ab′)2. El tratamiento con papaína produce fragmentos Fab monovalentes y un fragmento Fc. Los fragmentos F(ab′)2 y Fab se unen al antígeno pero carecen de una región Fc funcional. La cadena pesada se muestra en azul; la cadena ligera en naranja. m. mol., masa molecular. 
 
 
 

Los diferentes tipos y partes de la inmunoglobulina pueden distinguirse también usando anticuerpos dirigidos contra diferentes porciones de la molécula. Los isotipos (IgM, IgD, IgG, IgA, IgE) se determinan con anticuerpos dirigidos contra la porción Fc de la molécula (iso significa los mismo para todo el mundo). Las diferencias alotípicas se producen en moléculas de anticuerpo con el mismo isotipo pero que contienen secuencias de proteína que difieren entre una persona y otra (además de la región que se une al antígeno). El idiotipo se refiere a la secuencia de proteínas en la región variable que genera el gran número de regiones que se unen al antígeno.
 
A nivel molecular, cada molécula de anticuerpo está formada por cadenas pesadas y ligeras codificadas por genes separados. La unidad básica de la inmunoglobulina consiste en dos cadenas pesadas (H, del inglés heavy) y dos ligeras (L, del inglés light). La IgM y la IgA tienen multímeros de esta estructura básica. Las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulinas se unen entre sí mediante enlaces disulfuro intercatenarios. Hay dos tipos de cadenas ligeras (κ y λ) en las cinco clases de inmunoglobulinas, aunque sólo hay un tipo en una molécula individual. Alrededor del 60% de las moléculas de inmunoglobulinas humanas tiene cadenas ligeras κ y el 40% cadenas ligeras λ. Hay cinco tipos de cadenas pesadas, una para cada isotipo de anticuerpo (IgM, μ; IgG, γ; IgD, δ; IgA, α; e IgE, [image: ]). Los enlaces disulfuros intracatenarios definen dominios moleculares dentro de cada cadena. Las cadenas ligeras tienen un dominio variable y uno constante. Las cadenas pesadas tienen un dominio variable y tres (IgG, IgA) o cuatro (IgM, IgE) constantes. Los dominios variables de las cadenas pesadas y ligeras interactúan para formar la zona de unión al antígeno. Los dominios constantes de cada cadena forman la porción Fc, proporcionan la estructura molecular de la inmunoglobulina y definen la interacción de la molécula de anticuerpo con los sistemas del hospedador, de ahí su función última. La cadena pesada de las diferentes moléculas de anticuerpo también puede sintetizarse con una región transmembranaria que convierte el anticuerpo en un receptor de superficie específico frente al antígeno para el linfocito B.

 
Inmunoglobulina D

La IgD, que tiene una masa molecular de 185 kDa, supone menos del 1% de las inmunoglobulinas séricas. La IgD existe sobre todo como IgD de membrana, que sirve con la IgM de receptor para el antígeno en los primeros estadios del linfocito B para ayudar a iniciar las respuestas de anticuerpo mediante la activación del crecimiento del linfocito B. La IgD y la IgM son los únicos isotipos que pueden expresarse juntos en la misma célula.
 

Inmunoglobulina M

La IgM es el primer anticuerpo producido en respuesta a la provocación antigénica y puede producirse con independencia de la ayuda del linfocito T. La IgM supone hasta entre el 5% y el 10% de todas las inmunoglobulinas en los adultos y tiene una semivida de 5 días. Es una molécula pentamérica con cinco unidades de inmunoglobulina unidas por enlaces disulfuro y la cadena J, con una masa molecular total de 900 kDa. En teoría, esta inmunoglobulina tiene 10 lugares de unión al antígeno. La IgM es la inmunoglobulina más eficiente para fijar (unir) el complemento. Un solo pentámero de IgM puede activar la vía clásica del complemento. La IgM monomérica se encuentra con la IgD en la superficie del linfocito B, donde sirve de receptor para el antígeno. Como la IgM es relativamente grande, permanece en la sangre y pasa difícilmente de la sangre a los tejidos. La IgM es particularmente importante para la inmunidad frente a antígenos polisacáridos situados en el exterior de los microorganismos patógenos. También promueve la fagocitosis y la bacteriólisis al activar el complemento a través de su porción Fc. La IgM también es un componente importante de los factores reumatoides (autoanticuerpos).
 

Inmunoglobulina G

La IgG supone alrededor del 85% de las inmunoglobulinas en los adultos. Tiene una masa molecular de 154 kDa en función de sus dos cadenas L de 22.000 Da cada una y sus dos cadenas H de 55.000 Da cada una. Las cuatro subclases de IgG difieren en su estructura (v. fig. 9-11), concentración relativa y función. La producción de IgG requiere la ayuda del linfocito T. La IgG, como una clase de molécula de anticuerpo, tiene la semivida más larga (23 días) de las cinco clases de inmunoglobulinas, atraviesa la placenta y es el principal anticuerpo en la respuesta anamnésica (de recuerdo). La IgG muestra una alta avidez (capacidad de unión) por los antígenos, fija el complemento, estimula la quimiotaxis y actúa como opsonina para facilitar la fagocitosis.
 

Inmunoglobulina A

La IgA supone entre el 5 y el 15% de las inmunoglobulinas séricas y tiene una semivida de 6 días. Tiene una masa molecular de 160 kDa y una estructura monomérica básica de cuatro cadenas. Sin embargo, puede darse en forma de monómeros, dímeros, trímeros y multímeros combinados por la cadena J (como la IgM). Además de la IgA sérica, aparece una IgA secretoria en las secreciones corporales que proporciona una inmunidad localizada. La producción de IgA requiere la ayuda especializada del linfocito T y un estímulo mucoso. Los adyuvantes, como la toxina del cólera o bacterias Salmonella atenuadas, pueden promover una respuesta IgA. La IgA se une al receptor para poli-Ig situado en las células epiteliales para el transporte a través de la célula. El receptor para poli-Ig permanece unido a la IgA y éste se escinde para convertirse en el componente secretorio cuando se secreta la IgA secretoria desde la célula. Un adulto secreta alrededor de 2 g de IgA al día. La IgA secretoria aparece en el calostro, las secreciones intestinales y respiratorias, la saliva, las lágrimas y otras secreciones. Los sujetos con deficiencias de IgA tienen una mayor incidencia de infecciones respiratorias.
 

Inmunoglobulina E

La IgE supone menos del 1% de todas las inmunoglobulinas y tiene una semivida de aproximadamente 2,5 días. La mayor parte de la IgE está unida a receptores para el Fc situados en los mastocitos, sobre los cuales sirve de receptor para alérgenos y antígenos de parásitos. Cuando suficiente antígeno se une a la IgE situada en el mastocito, éste libera histamina, prostaglandinas, factor activador de las plaquetas y citocinas. La IgE es importante en la protección frente a la infección por parásitos y es responsable de la hipersensibilidad anafiláctica (tipo 1) (reacciones alérgicas rápidas).
 





Inmunogenética

La respuesta de anticuerpos puede reconocer hasta 108 estructuras pero todavía puede amplificar y centrar de forma específica una respuesta dirigida contra un desafío específico. Los mecanismos para generar este repertorio de anticuerpos y las diferentes subclases de inmunoglobulinas están ligados a acontecimientos génicos aleatorios que acompañan el desarrollo (diferenciación) del linfocito B (fig. 9-13).
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Figura 9-13 El reordenamiento del gen de inmunoglobulina para producir IgM. El gen de inmunoglobulina en línea germinal contiene múltiples genes V, D y J que se recombinan y eliminan las secuencias intermedias y yuxtaponen las secuencias de la región variable a las secuencias de las cadenas pesadas μ-δ durante el desarrollo del linfocito B en la médula ósea. La ayuda del linfocito T induce la diferenciación de los linfocitos B y promueve la recombinación génica y el cambio de clase de Ig. Las regiones de cambio que están delante de los genes de la región constante (incluidas las subclases IgG) permiten la unión de la región VDJ preformada con otros genes de la región constante de la cadena pesada, eliminando los genes μ, δ y otros intermedios. Esto produce un gen de inmunoglobulina con la misma región VDJ (excepto por la mutación somática) pero diferentes genes de cadena pesada. El empalme del ARN mensajero (ARNm) produce el ARNm final de la IgM y la IgD. 
 
 
 

Los cromosomas humanos 2, 22 y 14 contienen los genes de las inmunoglobulinas para las cadenas κ, λ y H, respectivamente. Las formas en línea germinal de estos genes constan de grupos diferentes y separados de bloques de construcción génica para las cadenas ligeras (segmentos génicos V y J) y pesadas (segmentos génicos V, D y J), que se recombinan para producir las regiones variables de las inmunoglobulinas. Estas regiones variables se recombinan entonces con los segmentos génicos de la región constante C. Para la cadena ligera κ hay 300 segmentos génicos V, 5 segmentos génicos J y 1 segmento génico C. El número de segmentos génicos λ para V y J es más limitado. Para la cadena pesada hay de 300 a 1.000 genes V, 12 genes D y 6 genes J (cadena pesada) pero sólo 9 genes C (uno para cada clase y subclase de anticuerpo [μ; δ; γ3, γ1, γ2 y γ4; [image: ]; α1 y α2]). Además, los segmentos génicos para los péptidos transmembranarios pueden unirse a los genes de la cadena pesada con el fin de permitir que la molécula de anticuerpo se inserte en la membrana del linfocito B como un receptor para el antígeno de activación.
 
La producción de la molécula final de anticuerpo en el linfocito pre-B y B requiere la recombinación génica a nivel del ácido desoxirribonucleico (ADN) y el procesamiento posterior a la traducción a nivel del ácido ribonucleico (ARN) para ensamblar el gen de inmunoglobulina y producir el ARN mensajero funcional (ARNm) (v. fig. 9-13). Cada segmento V, D y J está rodeado de secuencias de ADN que promueven la recombinación direccional y la pérdida de las secuencias de ADN intermedias. Cada lugar de recombinación se une entonces mediante nucleótidos insertados de forma aleatoria, lo que puede aumentar la diversidad de la secuencia o romper el gen dependiendo del número de nucleótidos insertados. La yuxtaposición de segmentos génicos V y J elegidos al azar de las cadenas ligeras y de los segmentos génicos V, D y J de las cadenas pesadas produce la región variable de las cadenas de inmunoglobulinas. Estas reacciones de recombinación son análogas al emparejamiento y cosido de patrones similares procedentes de una gran tela que luego se cortan dejando fuera las asas de tela extra intermedias. También puede tener lugar más tarde la mutación somática del gen de inmunoglobulinas en los linfocitos B activados en crecimiento que añade un número enorme de secuencias codificadoras para la región variable y ajusta la especificidad de la respuesta inmunitaria. Las secuencias de la región variable (VDJ) se unen por recombinación a las secuencias μ, δ, γ3, γ1, γ2 y γ4, [image: ], o α1 y α2 de los segmento génicos C para producir un gen de cadena pesada. En los linfocitos pre-B y B inmaduros se produce ARNm que contiene los segmentos génicos de la región variable conectados con las secuencias génicas C para μ y δ. El procesamiento del ARNm elimina μ o δ, como si fuera un intrón, para producir la inmunoglobulina final. El linfocito pre-B expresa IgM citoplásmica, mientras que el linfocito B expresa IgM citoplásmica, IgM de superficie e IgD de superficie. La IgM y la IgD son la única pareja de isotipos que puede expresarse en la misma célula.
 

El cambio de clase (IgM a IgG, IgE o IgA) se produce en los linfocitos B maduros en respuesta a diferentes citocinas sintetizadas por los linfocitos T cooperadores CD4 TH1 o TH2 (v. fig. 9-13). Cada uno de los segmentos génicos C, excepto δ, está precedido de una secuencia de ADN llamada lugar de cambio. Después de la señal adecuada de las citocinas, el cambio por delante de la secuencia μ se recombina con el cambio delante de las secuencias γ3, γ1, γ2, o γ4, [image: ], o α1 o α2, lo que crea un asa de ADN que después se elimina. El procesamiento del transcripto de ARN da lugar al ARNm final para la proteína de cadena pesada de la inmunoglobulina. Por ejemplo, la producción de IgG1 daría lugar a la escisión del ADN que contiene los segmentos génicos C Cμ>, Cδ y Cγ3 para unir la región variable al segmento génico Cγ1. El cambio de clase cambia la función de la molécula de anticuerpo (región Fc) pero no cambia su especificidad (región variable).

 
Los últimos pasos en la diferenciación del linfocito B a linfocitos memoria no cambian el gen del anticuerpo. Los linfocitos memoria son linfocitos B reactivos frente al antígeno y de vida larga que expresan el marcador de superficie CD45RO. Los linfocitos memoria pueden activarse en respuesta al antígeno en fases posteriores para dividirse y producir entonces su anticuerpo específico. Las células plasmáticas son la última fase de diferenciación de los linfocitos B con un núcleo pequeño pero un citoplasma grande lleno de retículo endoplásmico. Las células plasmáticas son factorías de anticuerpos.
 



Respuesta de anticuerpos

En los linfocitos pre-B se genera un repertorio inicial de inmunoglobulinas IgM e IgD mediante los acontecimientos génicos descritos antes. La expresión de la IgM y la IgD en la superficie celular acompaña a la diferenciación del linfocito pre-B en linfocito B. El anticuerpo de superficie actúa como un receptor para el antígeno que desencadena la activación del linfocito B por medio de sus receptores asociados de transducción de la señal, Ig-α (CD79a) e Ig-β (CD79b). Una cascada de cinasas de tirosinas de proteínas, fosfolipasa C y flujos de calcio activa la transcripción y el crecimiento celular para mediar la señal activadora. Otras moléculas de superficie, como el receptor CR2 (CD21) para el complemento (C3d), amplifican la señal de activación. La combinación de estas señales desencadena el crecimiento y aumenta el número de células que producen anticuerpos frente a ese antígeno. De esta forma se seleccionan los linfocitos B que mejor reconocen los diferentes epítopos de ese antígeno para que aumente su número en un proceso llamado expansión clonal.

 
La expansión clonal de los linfocitos B específicos frente al antígeno aumenta el número de factorías de anticuerpos que producen el relevante y así aumenta la fuerza de la respuesta del anticuerpo. La activación de los linfocitos B también promueve la mutación somática de la región variable, lo que incrementa la diversidad de las moléculas de anticuerpo dirigidas contra el antígeno específico. Se estimulan preferentemente los clones de linfocitos B que expresan el anticuerpo con la mayor fuerza de unión con el antígeno. Esto selecciona una mejor respuesta de anticuerpos.
 
Los antígenos independientes de T tienen estructuras repetitivas que pueden entrecruzar un número suficiente de anticuerpos de superficie para estimular el crecimiento de los linfocitos B específicos frente al antígeno. La unión del componente C3d del complemento a su receptor (CR2, CD21) facilita la activación de la respuesta de anticuerpo. Por el contrario, la producción del anticuerpo frente a antígenos dependientes de T requiere las interacciones del linfocito B con el linfocito T cooperador por medio del CD40 (situado en el linfocito B), el CD40L (linfocito T) y la acción de las citocinas. Diferentes combinaciones de citocinas producidas por linfocitos T cooperadores inducen el cambio de clase. Las respuestas de los linfocitos TH1 cooperadores (IFN-γ) promueven la producción de IgG. Las respuestas de los linfocitos T cooperadores TH2 (IL-4, IL-5, IL-6) promueven la producción de IgG, IgE e IgA. La producción de IgA la promueven especialmente la IL-5 y el TGF-β (fig. 9-14). Los linfocitos memoria se desarrollan con la ayuda del linfocito T. La diferenciación terminal produce la última factoría de anticuerpos, la célula plasmática.
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Figura 9-14 La ayuda del linfocito T determina la naturaleza de la respuesta inmunitaria humoral. Las interacciones entre el receptor y el ligando entre los linfocitos T y los linfocitos B y las citocinas asociadas a TH1 o TH2 determinan la consiguiente respuesta. Las respuestas TH1 las inicia la interleucina (IL) 12 y las conduce el interferón γ (IFN-γ), y promueven las respuestas celulares y la producción de la IgG (líneas continuas azules) e inhiben las respuestas TH2 (líneas discontinuas azules). La IL-4 y la IL-5 de los linfocitos TH2 promueven las respuestas humorales (líneas continuas rojas) e inhiben las respuestas TH1 (líneas discontinuas rojas). El epitelio de la mucosa promueve la producción de IgA secretoria. Los recuadros coloreados denotan resultados finales. ↑, aumento; ↓, reducción; APC, célula presentadora de antígeno; CCDA, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos; CD, células dendríticas; CTL, linfocito T citotóxico; GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos; HTR, hipersensibilidad de tipo retardado; TNF, factor de necrosis tumoral. 
 
 
 

Durante una respuesta inmunitaria se producen anticuerpos contra diferentes epítopos del objeto extraño, proteína o microorganismo infeccioso. El anticuerpo específico es una mezcla de muchas moléculas de inmunoglobulinas diferentes producidas por muchos linfocitos B diferentes (anticuerpo policlonal), y cada molécula de inmunoglobulina difiere en el epítopo que reconoce y en la fuerza de la interacción. Las moléculas de anticuerpo que reconocen al mismo antígeno pueden unirse con diferente fuerza (afinidad, unión monovalente a un epítopo; avidez, unión multivalente del anticuerpo al antígeno).
 
Los anticuerpos monoclonales son anticuerpos idénticos producidos por un solo clon de células o por mielomas (cánceres de células plasmáticas) o hibridomas. Los hibridomas son células clonadas en el laboratorio obtenidas de la fusión de células esplénicas productoras de anticuerpos y una célula de mieloma. En 1975, Kohler y Millstein idearon la técnica de producción de anticuerpos monoclonales a partir de hibridomas de linfocitos B. El hibridoma es inmortal y produce un solo anticuerpo (monoclonal). Esta técnica ha revolucionado el estudio de la inmunología porque permite seleccionar (clonar) las células individuales productoras de anticuerpo y su desarrollo en factorías celulares para la producción de grandes cantidades de ese anticuerpo. Se han comercializado anticuerpos monoclonales como reactivos diagnósticos y con un propósito terapéutico.
 
Evolución temporal de la respuesta de anticuerpos

La respuesta primaria de anticuerpos se caracteriza por la producción inicial de IgM. Los anticuerpos IgM aparecen en la sangre a los 3 días a 2 semanas de la exposición a un nuevo inmunógeno. Éste es el único tipo de anticuerpo desencadenado contra los glúcidos (cápsula bacteriana). La producción de IgG, IgA o IgE requiere el desarrollo de una respuesta suficiente de linfocitos T cooperadores para promover el cambio de clase y requiere unos 8 días. El anticuerpo sérico predominante será IgG (fig. 9-15). Los primeros anticuerpos que se producen reaccionan con el antígeno residual y por tanto son eliminados con rapidez. Sin embargo, después de un lapso de tiempo, el título de anticuerpos aumenta de forma logarítmica hasta alcanzar una fase estable.
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Figura 9-15 Evolución temporal de las respuestas inmunitarias. La respuesta primaria se produce después de un período de espera. La respuesta IgM es la primera respuesta. La respuesta inmunitaria secundaria (respuesta anamnésica) alcanza un título elevado, dura más y consiste sobre todo en IgG. 
 
 
 

Una nueva exposición a un inmunógeno, una respuesta secundaria, induce una respuesta de anticuerpos reforzada (también denominada respuesta anamnésica). La activación de linfocitos memoria preformados da lugar a una producción mucho más rápida de anticuerpos, que dura más y alcanza un título más alto. Los anticuerpos en una respuesta secundaria son sobre todo de la clase IgG.
 






Preguntas


¿Qué afirmación de las siguientes es incorrecta y por qué?

1. El laboratorio estudió la presencia en un lactante de anticuerpos IgM maternos.

2. Un investigador intentó utilizar fragmentos F(ab′)2 marcados con fluorescencia para localizar moléculas de la clase II del MHC en la superficie celular de las células presentadoras de antígeno sin entrecruzarlas (unión de dos moléculas a la vez).

3. A un paciente se le diagnostica una infección por una cepa específica de la gripe A (A/Bangkok/1/79/H3N2) por la presencia de IgG frente a virus de la gripe en el suero tomado en la primera visita (a los 2 días del inicio de los síntomas).

4. Se considera que un paciente es incapaz de utilizar el sistema del complemento debido a una deficiencia de linfocitos T, porque esto impide promover el cambio de clase de los linfocitos B.

5. El análisis de los genes de inmunoglobulinas de los linfocitos B tomados del paciente descrito en la frase 4 no contenía secuencias génicas de regiones variables VDJ recombinadas.

6. Se considera que un paciente tiene una deficiencia de linfocitos B porque las concentraciones séricas de IgE e IgD eran indetectables a pesar de concentraciones adecuadas de IgG e IgM.
 



Respuestas

1. Las moléculas de IgM son demasiado grandes para abandonar el plasma y no pueden atravesar la placenta.

2. Las moléculas de inmunoglobulinas nativas y de F(ab′)2 son divalentes o multivalentes y pueden unirse a más de una molécula de la superficie celular, lo que las entrecruzará.

3. La IgG sólo se produce unos 6 días después de una primera infección y requiere la ayuda del linfocito T. Podría haber IgG de una infección anterior. La IgM que se produce pronto en una infección como parte de una respuesta primaria es una buena indicación de una primoinfección.

4. Aunque la perforina la producen los linfocitos T y se parece al C9, el hígado y otras células, pero no los linfocitos T, sintetizan componentes del complemento, de modo que una deficiencia de linfocitos T no afectará a las concentraciones del complemento. Además, la IgM fija muy bien el complemento y se producirá sin la presencia de los linfocitos T.

5. La diferenciación en un linfocito B requiere la recombinación de la región variable VDJ, pero esto ocurre sin la ayuda del linfocito T.

6. La porción Fc del gen de la inmunoglobulina produce inmunoglobulinas en el orden de IgM, IgD, IgG, IgE e IgA. Sería improbable que no se expresara IgD y se expresaran el resto de los genes.
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Respuestas inmunitarias a los microorganismos infecciosos




Los capítulos anteriores de esta sección introdujeron los diferentes actores inmunitarios y sus características. Este capítulo describe las diferentes funciones que desempeñan en la protección del hospedador frente a la infección, sus interacciones y las consecuencias inmunopatogénicas que pueden surgir como resultado de la respuesta (cuadro 10-1). La mayoría de las infecciones se controlan con respuestas innatas antes de que comiencen las respuestas inmunitarias, pero las respuestas inmunitarias son necesarias para resolver las infecciones más problemáticas. La importancia de cada componente de la respuesta del hospedador difiere en los distintos microorganismos infecciosos (tabla 10-1), y su importancia resulta obvia cuando faltan por problemas génicos o están inhibidos por la quimioterapia, la enfermedad o la infección (p. ej., el síndrome de la inmunodeficiencia adquirida [SIDA]).
 

 



Cuadro 10-1    Resumen de la respuesta inmunitaria  

El drama de la respuesta del hospedador a la infección se despliega en varios actos tras un desafío infeccioso, con ciertas diferencias que dependen del villano microbiano. Los actores son las células de la respuesta innata, incluidos los neutrófilos; las células del linaje monocito-macrofágico, las células dendríticas inmaduras (CDi) y las células dendríticas (CD); los linfocitos citolíticos espontáneos (NK); los linfocitos T y B de la respuesta específica frente al antígeno; y otras células. Estas células se distinguen por sus estructuras externas, sus trajes, que también definen sus papeles en la respuesta inmunitaria. El Acto 1 empieza en el lugar de la infección y en él participan las respuestas innatas. La activación del complemento libera los fragmentos «a», C3a, C4a y C5a, que atraen a los actores al lugar de la infección. Los neutrófilos y, después, los macrófagos activados, actúan directamente sobre las bacterias y la infección. Los interferones del tipo 1 limitan la replicación del virus, activan a los linfocitos NK y también facilitan el desarrollo de las posteriores respuestas de linfocitos T. Los linfocitos NK proporcionan respuestas rápidas a la infección y matan a las células infectadas por virus y a las tumorales. Los linfocitos NK vuelven en el Acto 2 para matar a las células decoradas con anticuerpos (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos [CCDA]). Las CD establecen un puente entre las respuestas protectoras innata y específica del antígeno al producir en primer lugar citocinas para aumentar la acción y tomar después la carga adquirida por fagocitosis y pinocitosis para llevarla hasta el ganglio linfático como la única célula presentadora de antígeno (APC) que puede iniciar una respuesta inmunitaria. El Acto 2 comienza en el ganglio linfático, donde las CD maduras presentan el antígeno a los linfocitos T. La trama de esta historia puede reforzar las respuestas inflamatorias locales (TH17, TH1) o iniciar respuestas humorales sistémicas (TH2), dependiendo del diálogo de citocinas entre la CD y el linfocito T. Los linfocitos T desempeñan un papel central en la activación y el control (ayuda) de las respuestas inmunitarias e inflamatorias mediante la liberación de citocinas. En el Acto 3, el reparto de linfocitos T y de linfocitos B aumenta en número y se diferencia en células efectoras y plasmáticas para proporcionar respuestas inmunitarias específicas celulares y de anticuerpos frente al antígeno. Los macrófagos y los linfocitos B refinan y fortalecen la dirección de la respuesta como APC. Ciertos miembros del reparto de linfocitos B y T mantienen un perfil bajo y se convierten en células memoria capaces de repetir el drama con mayor rapidez y eficiencia en el futuro. Los actores celulares específicos, las interacciones entre receptores y ligandos que tienen lugar entre los actores y el diálogo de citocinas determinan el drama que se desplegará durante la respuesta inmunitaria.
 
 


Tabla 10-1
 
Importancia de las defensas antimicrobianas en cada microorganismo infeccioso
 



	
	Bacterias 	Bacterias intracelulares 	Virus 	Hongos 	Parásitos 
 


	Complemento 	+++ 	− 	− 	− 	− 
 
	Interferón α/β 	− 	− 	++++ 	− 	− 
 
	Neutrófilos 	++++ 	− 	+ 	+++ 	++ 
 
	Macrófagos 	+++ 	+++*
 	++ 	++ 	+ 
 
	Linfocitos citolíticos espontáneos 	− 	− 	+++ 	− 	− 
 
	TH1 CD4 	+ 	++ 	+++ 	++ 	+ 
 
	TH17 	++ 	++ 	++ 	++ + + 	+ 
 
	Linfocitos T citotóxicos CD8 	− 	++ 	++++ 	− 	− 
 
	Anticuerpos 	+++ 	+ 	++ 	++ 	++ (IgE)†
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* Por activación de los macrófagos.
 
† La inmunoglobulina E y los mastocitos son especialmente importantes en las infecciones por helmintos.
 

Los seres humanos tienen tres líneas básicas de protección contra la infección por los microbios que bloquean su entrada, propagación en el cuerpo y colonización inapropiada.

1. Barreras naturales, como la piel, las mucosas, el epitelio ciliado, el ácido gástrico y la bilis, restringen la entrada del microorganismo.

2. Defensas inmunitarias innatas que no son específicas frente al antígeno, como la fiebre, el interferón, el complemento, los neutrófilos, los macrófagos, las células dendríticas (CD) y los linfocitos citolíticos espontáneos (NK, natural killer), proporcionan respuestas locales rápidas que actúan en el sitio de la infección y pueden restringir el crecimiento y la propagación del microorganismo.

3. Respuestas inmunitarias adaptativas específicas frente al antígeno, tales como los anticuerpos y los linfocitos T, refuerzan las protecciones innatas y se dirigen, atacan y eliminan de forma específica a los invasores que consiguen atravesar las primeras dos defensas.
 
Las funciones de la barrera y las respuestas innatas son generalmente suficientes para controlar la mayoría de las infecciones antes de que se produzcan los síntomas o la enfermedad. El inicio de una respuesta inmunitaria específica nueva frente al antígeno tarda tiempo y las infecciones pueden crecer y propagarse durante este período. La inmunidad y la memoria inmunitaria desencadenadas previamente por la infección o la vacunación puedan activarse con la suficiente rapidez como para controlar la mayoría de las infecciones.
 

Respuestas antibacterianas

La figura 10-1 ilustra la progresión de las respuestas protectoras a los ataques bacterianos. La protección se inicia con la activación local de las respuestas innatas e inflamatorias y progresa hacia las respuestas de fase aguda y específicas del antígeno a escala sistémica. La respuesta progresa de factores antibacterianos solubles (péptidos y complemento) a respuestas celulares y después a respuestas solubles de anticuerpos. La respuesta antibacteriana del hospedador más importante es la destrucción fagocítica mediante los neutrófilos y los macrófagos. El complemento y el anticuerpo facilitan que los fagocitos absorban a los microbios y las respuestas del linfocito T CD4 TH17 y TH1 aumentan y regulan su función. En el cuadro 10-2 se presenta un resumen de las respuestas antibacterianas.
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Figura 10-1 Respuestas antibacterianas. Primero, las respuestas innatas no específicas del antígeno atraen y promueven las respuestas del neutrófilo polimorfonuclear (PMN) y el macrófago (Mθ). Las células dendríticas (CD) y el antígeno llegan al ganglio linfático para activar las respuestas inmunitarias tempranas (TH17, TH1 e IgM). Más adelante, se desarrollan las respuestas TH2 sistémicas de anticuerpos y las células memoria. La duración de estos episodios se indica en la parte superior de la figura. APC, células presentadoras de antígenos; CTL, linfocito T citotóxico; IFN-γ, interferón γ; IL, interleucina; TGF-β, factor de crecimiento transformador β; TH, (linfocito) T cooperador; TNF-α, factor de necrosis tumoral α. 
 
 
 




Cuadro 10-2    Resumen de respuestas antibacterianas  
 
Complemento



Vías alternativa y de la lectina activadas por superficies bacterianas

Vía clásica activada más tarde por complejos anticuerpo-antígeno

Producción de proteínas quimiotácticas y anafilotóxicas (C3a, C5a)

Opsonización de bacterias (C3b)

Promoción de la muerte de las bacterias gramnegativas

Activación de linfocitos B (C3d)
 
Neutrófilos



Importante célula fagocítica antibacteriana

Muerte mediante mecanismos dependientes e independientes del oxígeno
 
Células dendríticas



Producción de citocinas de fase aguda (TNF-α, IL-6, IL-1); IL-23, IL-12; IFN-α

Presentación del antígeno a linfocitos T CD4 y CD8

Inicio de respuestas inmunitarias en linfocitos T vírgenes
 
Macrófagos



Importante célula fagocítica antibacteriana

Muerte mediante mecanismos dependientes e independientes del oxígeno

Producción de TNF-α, IL-1, IL-6, IL-23, IL-12

Activación de respuestas de fase aguda e inflamatorias

Presentación del antígeno a linfocito T CD4
 
Linfocitos T



Respuesta de linfocito T γ/δ frente a metabolitos bacterianos

Respuesta de linfocito T citolítico espontáneo 1 a la presentación en CD1 de glucolípidos micobacterianos

Respuestas TH1 CD4 importantes para las bacterias, en especial las infecciones intracelulares

Respuesta TH2 CD4 importante para protecciones con anticuerpos

La respuesta TH17 CD4 activa a los neutrófilos
 
Anticuerpo



Unión a estructuras de la superficie de las bacterias (fimbrias, ácido lipoteicoico, cápsula)

Bloqueo de unión

Opsonización de bacterias para fagocitosis

Promoción de acción del complemento

Promoción de eliminación de bacterias

Neutralización de toxinas y enzimas tóxicas
 

IFN-α, interferón α; IL, interleucina; TNF-α, factor de necrosis tumoral α.
 
 

Inicio de la respuesta

Una vez que pasan las barreras, las superficies de las células bacterianas activan las vías alternativas o de la lectina del complemento presentes en el líquido intersticial y en el suero. El sistema del complemento (v. cap. 8) es una defensa antibacteriana importante y muy temprana. La vía alternativa del complemento (properdina) puede activarse con ácido teicoico, peptidoglucano y lipopolisacáridos (LPS) sin anticuerpos y, con la proteína ligadora de manosa, puede activar la vía de la lectina del complemento. Más adelante, cuando esté presente la inmunoglobulina (Ig) M o IgG, se activará la vía clásica del complemento. Las tres vías convergen para generar una C3-convertasa que escinde el C3 en C3a, C3b y C3d y la C5-convertasa que produce C5a. Los fragmentos «a» activan, atraen y promueven la anafilaxia incorporando neutrófilos y macrófagos en el sitio de la infección. El C3b promueve su fagocitosis como una opsonina. El complejo de ataque de la membrana (MAC) puede destruir directamente las bacterias gramnegativas y, en una extensión mucho menor, las bacterias grampositivas (el peptidoglucano grueso de la bacteria grampositiva la protege de los componentes). Neisseria son especialmente sensibles a la acción lítica del complemento debido a la estructura truncada del lipooligosacárido en la parte exterior de la membrana. El complemento facilita la eliminación de todas las bacterias mediante la producción de:

1. Factores quimiotácticos (C5a) para atraer neutrófilos y macrófagos al sitio de la infección.

2. Anafilotoxinas (C3a, C4a y C5a) para estimular al mastocito a liberar histamina y así aumentar la permeabilidad vascular, permitiendo el acceso al sitio de la infección.

3. Opsoninas (C3b), que se unen a la bacteria y promueven su fagocitosis.

4. Un activador del linfocito B (C3d) que aumenta la producción de anticuerpos.
 
Las moléculas de la pared celular bacteriana (ácido teicoico y fragmentos de peptiglucanos de las bacterias grampositivas y lípidos A de los LPS de las bacterias gramnegativas) también activan los receptores para el patrón molecular asociado a microorganismos patógenos (PAMP), que incluyen los receptores del tipo toll (TLR) de la superficie celular y los receptores citoplásmicos de los peptidoglucanos: proteína del dominio de oligomerización ligador de nucleótidos (NOD) 1, NOD2 y la criopirina (cuadro 10-3). El lípido A (endotoxina) se une al TLR4 y a otros receptores PAMP y es un fuerte activador de las CD, los macrófagos, los linfocitos B y otras células seleccionadas (p. ej., células epiteliales y endoteliales). La fijación de estos PAMP a los receptores en las células epiteliales, los macrófagos, las células de Langerhans y las CD activa las cascadas de la cinasa que activan al inflamasoma y también promueven la producción de citocinas (incluidas las citocinas de la fase aguda, la interleucina (IL)1, la IL-6 y el factor de necrosis tumoral [TNF]), las respuestas protectoras y la maduración de las CD. El inflamasoma promueve la escisión de la IL-1β y la IL-18 para reforzar la inflamación local. Los linfocitos NK, los linfocitos NKT y los linfocitos T γ/δ que residen en el tejido también responden, producen citocinas y refuerzan las respuestas celulares.
 

 



Cuadro 10-3    Componentes bacterianos que activan respuestas protectoras  
 
Activación directa a través de receptores del patrón asociados a microorganismos patógenos



Lipopolisacárido (endotoxina)

Ácido lipoteicoico

Lipoarabinomanán

Glucolípidos y glucopéptidos

Polianiones


N-Formil péptidos (formil-metionil-leucil-fenilalanina)

Fragmentos de peptidoglucano
 
Quimiotaxis a través de C3a, C5a y otros mecanismos



Fragmentos de peptidoglucano

Activación en la superficie celular de la vía alternativa del complemento
 
 

La IL-1 y el TNF-α aumentan la respuesta inflamatoria estimulando de forma local los cambios en el tejido, promoviendo la diapédesis de los neutrófilos y los macrófagos hacia la zona y activando a estas células y las respuestas sistémicas. La IL-1 y el TNF-α son pirógenos endógenos, que inducen la fiebre y también inducen la respuesta de la fase aguda. La inflamación, la lesión tisular, la prostaglandina E2 y los interferones asociados a la infección también pueden desencadenar la respuesta de fase aguda. La respuesta de fase aguda promueve cambios que refuerzan las defensas del hospedador, y entre ellos están la fiebre, la anorexia, la somnolencia, los cambios metabólicos y la producción de proteínas. Las proteínas de fase aguda producidas y liberadas dentro del suero son la proteína C-reactiva, los componentes del complemento, las proteínas de la coagulación, las proteínas ligadoras de LPS, las proteínas de transporte, los inhibidores de proteasas y las proteínas de adherencia. La proteína C-reactiva forma complejos con los polisacáridos de numerosas bacterias y hongos y activa la vía del complemento, lo que facilita la eliminación de estos microorganismos a través de una mayor fagocitosis. Las proteínas de fase aguda refuerzan las defensas innatas contra la infección.
 
Las CD inmaduras (CDi), los macrófagos y otras células del linaje del macrófago producirán IL-23 e IL-12, además de las citocinas de fase aguda. La IL-12 activa los linfocitos NK en el sitio de la infección, que pueden producir interferón γ (IFN-γ) para activar más a los macrófagos y las CD. La IL-12 y la IL-23 activan las respuestas inmunitarias TH1 y TH17, respectivamente, para reforzar la función de los macrófagos y los neutrófilos. Las células epiteliales también responden a los PAMP y liberan citocinas para promover las protecciones naturales.
 
Estas acciones inician la inflamación aguda local. La expansión de los capilares y el incremento del flujo sanguíneo llevan más sustancias antibacterianas a la zona. El aumento de la permeabilidad y la alteración de las moléculas superficiales de la estructura microvascular permiten el acceso de líquido y proteínas del plasma y atraen y facilitan la entrada de los leucocitos al sitio de la infección. Las cininas y los factores de la coagulación inducidos por el daño tisular (p. ej., factor XII [factor de Hageman], bradicinina, fibrinopéptidos) también participan en la inflamación. Estos factores aumentan la permeabilidad vascular y son quimiotácticos para los leucocitos. Los productos del metabolismo del ácido araquidónico también influyen en la inflamación. La ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la 5-lipooxigenasa convierten el ácido araquidónico en prostaglandinas y leucotrienos, respectivamente, que median básicamente en todos los aspectos de la inflamación aguda. A la evolución de la inflamación le pueden seguir incrementos rápidos de las concentraciones séricas de las proteínas de fase aguda, especialmente de la proteína C-reactiva (que puede multiplicarse por mil en 24 o 48 horas) y del amiloide sérico A. Aunque estos procesos son beneficiosos, también provocan dolor, eritema, calor y edema y promueven el daño tisular. El daño tisular se debe en cierta medida al complemento y los macrófagos pero sobre todo a los neutrófilos. Cuando se desencadena a nivel sistémico, estas mismas funciones pueden originar un shock séptico, debido en gran medida a la filtración de grandes cantidades de líquido en el tejido.
 

Respuestas fagocíticas

El C3a, el C5a, los productos bacterianos (p. ej., formil-metionil-leucil-fenilalanina [f-met-leu-fe]) y las quimiocinas producidas por las células epiteliales, las células de Langerhans y otras células en la piel y el epitelio de la mucosa son poderosos factores quimiotácticos para los neutrófilos, los macrófagos y, más adelante en la respuesta, para los linfocitos. Las quimiocinas y el factor de necrosis tumoral α (TNF-α) hacen que las células endoteliales que recubren los capilares (cerca de la inflamación) se separen y que pasen los leucocitos mediante la expresión de moléculas complementarias de adhesión («velcro» molecular) para promover la diapédesis (v. fig. 8-7). Los neutrófilos polimorfonucleares (PMN), los monocitos y en ocasiones los eosinófilos son las primeras células que llegan a la zona en respuesta a la infección; a continuación les siguen los macrófagos. El reclutamiento de cayados inmaduros de neutrófilos procedentes de la médula ósea durante la infección está indicado por una «desviación a la izquierda» en el hemograma completo. Los macrófagos y la respuesta TH17 incorporan y activan a los neutrófilos, y el IFN-γ producido por los linfocitos NK y los linfocitos T CD4 TH1 activa a las CD.
 
Las bacterias se unen a los neutrófilos y los macrófagos mediante receptores para los glúcidos bacterianos (lectinas [proteínas que se unen a azúcares específicos]), receptores para la fibronectina (específicamente para Staphylococcus aureus) y receptores para opsoninas, incluidos el complemento (C3b), la proteína C-reactiva, la proteína ligadora de manosa y la porción Fc del anticuerpo. Los microbios se interiorizan en una vacuola fagocítica que se fusiona con los lisosomas primarios (macrófagos) o gránulos (PMN) para permitir la inactivación y la digestión del contenido de la vacuola. La destrucción fagocítica puede ser dependiente o independiente del oxígeno, según las sustancias químicas antimicrobianas producidas por los gránulos (v. fig. 8-8 y cuadro 8-5).
 
En el neutrófilo, el peróxido de hidrógeno y el ión superóxido producidos por la oxidasa del fosfato del dinucleótido nicotinamida adenina reducido (NADPH) y los iones hipoclorito generados por la mieloperoxidasa destruyen a los microorganismos. El óxido nítrico producido por los neutrófilos y los macrófagos activados tiene actividad antimicrobiana y es además la segunda molécula mensajera más importante (como el monofosfato de adenosina cíclico [AMPc]) que aumenta las respuestas inflamatorias y de otro tipo. La destrucción independiente del oxígeno en los neutrófilos tiene lugar en el momento de la fusión del fagosoma con los gránulos azurófilos que contienen proteínas catiónicas (p. ej., catepsina G) y los gránulos específicos que contienen lisozima y lactoferrina. Estas proteínas destruyen a las bacterias gramnegativas interrumpiendo la integridad de su membrana celular, pero son bastante menos eficaces frente a las bacterias grampositivas, a las que se destruye sobre todo a través de mecanismos dependientes del oxígeno.
 
Los neutrófilos contribuyen a la inflamación de diferentes formas. Liberan prostaglandinas y leucotrienos y aumentan la permeabilidad vascular, provocan tumefacción (edema) y estimulan los receptores del dolor. Además, durante la fagocitosis, los gránulos pueden derramar su contenido y dañar el tejido. Los neutrófilos tienen vidas cortas y los neutrófilos muertos producen pus.

 
Al contrario que los neutrófilos, los macrófagos tienen vidas largas, pero las células tienen que activarse (enfadarse) con IFN-γ (el mejor) para destruir los microbios fagocitados. El factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), el TNF-α y la linfotoxina (TNF-β) mantienen la acción antimicrobiana. Al inicio de la infección, los linfocitos NK y NKT producen el IFN-γ y más adelante lo producen los linfocitos T CD4. Además de los macrófagos tisulares, los macrófagos esplénicos son importantes para eliminar bacterias, especialmente bacterias encapsuladas, de la sangre. Los sujetos asplénicos (por motivos congénitos o quirúrgicos) son muy proclives a la neumonía, la meningitis y otras manifestaciones de la infección por Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis y otras bacterias encapsuladas.
 

Respuesta específica frente al antígeno a la exposición bacteriana

Al ingerir las bacterias y después de que los componentes bacterianos estimulen los TLR, las células de Langerhans y las CDi maduran, dejan de fagocitar y se mueven hacia los ganglios linfáticos para procesar y liberar sus antígenos interiorizados y presentarlos a los linfocitos T (fig. 10-2). Los péptidos antigénicos (de más de 11 aminoácidos) producidos por las proteínas fagocitadas (vía exógena) están unidos a las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de la clase II (MHC) y las células presentadoras de antígenos (APC) las presentan a los linfocitos T CD4 TH0 vírgenes. Los linfocitos T CD4 se activan mediante una combinación de 1) péptido antigénico en la hendidura de la molécula del MHC II con el receptor del linfocito T para el antígeno (TCR) y con el CD4, 2) señales coestimuladoras proporcionadas por la interacción de las moléculas B7 de la CD con las moléculas CD28 de los linfocitos T y 3) IL-6 y otras citocinas producidas por la CD. Los linfocitos TH0 producen IL-2, IFN-γ e IL-4. De forma simultánea, las moléculas bacterianas con estructuras repetitivas (p. ej., polisacáridos capsulares) interaccionan con los linfocitos B y expresan IgM e IgD en la superficie específicas frente al antígeno y activan el crecimiento de la célula y la producción de IgM. Los polisacáridos microbianos de la pared celular, especialmente el LPS y también el componente C3d del complemento, activan a los linfocitos B y promueven respuestas específicas de anticuerpos IgM. Los ganglios linfáticos tumefactos indican la activación del linfocito como respuesta a la exposición antigénica.
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Figura 10-2 Inicio y expansión de las respuestas inmunitarias específicas. Las células dendríticas inmaduras (CDi) en el sitio de la infección adquieren bacterias y restos, los componentes bacterianos activan a la célula a través de los receptores del tipo toll (TLR) y entonces las células dendríticas (CD) maduran, se mueven hacia el ganglio linfático y presentan el antígeno a los linfocitos T vírgenes para iniciar la respuesta específica frente al antígeno. Durante una respuesta secundaria o memoria, los linfocitos B, los macrófagos y las CD pueden presentar el antígeno para iniciar la respuesta. IFN-γ, interferón γ; IL, interleucina; Mθ, macrófago; TH, (linfocito) T cooperador. 
 
 
 

Los linfocitos T γ/δ, los linfocitos NKT y las células linfocíticas innatas (entre ellas los linfocitos NK) también proporcionan respuestas tempranas. Los linfocitos T γ/δ en el tejido y en la sangre detectan los metabolitos amina fosforilados de algunas bacterias (Escherichia coli, micobacterias) pero no de otras (estreptococos, estafilococos). Las CD pueden presentar glucolípidos bacterianos para activar a los linfocitos NKT. Estos linfocitos T y las células linfocíticas innatas producen IFN-γ, que activa a los macrófagos y a las CD para reforzar las reacciones inflamatorias celulares locales.
 
La conversión de los linfocitos TH0 en linfocitos TH17 y TH1 inicia la expansión de la respuesta del hospedador. Las citocinas de fase aguda IL-1 y TNF-α junto al TGF-β promueven el desarrollo de los linfocitos T CD4 TH17. Los linfocitos TH17 producen IL-17 y TNF-α para activar las células epiteliales y los neutrófilos y promueven además la producción de péptidos antimicrobianos. Las respuestas TH17 son importantes para las respuestas antibacterianas tempranas y las respuestas antimicobacterianas. También es importante un equilibrio entre las respuestas TH17 y Treg para regular las poblaciones de la flora intestinal.
 
Las CD que producen IL-12 promueven las respuestas TH1. Los linfocitos T CD4 TH1 1) promueven y refuerzan las respuestas inflamatorias (p. ej., activación por el IFN-γ del macrófago) y el crecimiento de los linfocitos T y B (IL-2) para extender la respuesta inmunitaria y 2) estimulan a los linfocitos B para que produzcan anticuerpos que liguen el complemento (IgM, IgG en el momento del cambio de clase). Estas respuestas son importantes en las fases iniciales de una defensa antibacteriana. Las respuestas TH1 también son esenciales para combatir las infecciones bacterianas intracelulares y las micobacterias, que se esconden del anticuerpo. El IFN-γ activa los macrófagos para destruir el microbio fagocitado. La estimulación crónica de los linfocitos T CD4 TH1 mediante los macrófagos que expresan un antígeno microbiano (micobacteriano o histoplásmico) y la producción de IFN-γ pueden transformar otros macrófagos en células epitelioides y células gigantes, que pueden rodear la infección y producir un granuloma. Los linfocitos T CD8 no son muy importantes para la inmunidad antibacteriana.
 
Las respuestas de los linfocitos T CD4 TH2 se producen sin IL-12 en los ganglios linfáticos más distantes. Las CD también inician estas respuestas y la presentación del linfocito B al antígeno las mantiene. La fijación del antígeno al anticuerpo de la superficie de la célula en los linfocitos B activa a los linfocitos B y también promueve la absorción del antígeno, su preparación y la presentación de los péptidos antigénicos en las moléculas del MHC de la clase II al linfocito CD4 TH2. El linfocito TH2 produce IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, lo que aumenta la producción de IgG y, dependiendo de otros factores, la producción de IgE o IgA. La respuesta TH2 también promueve la diferenciación terminal de los linfocitos B en fábricas de anticuerpos: las células plasmáticas.

 
Los linfocitos T CD4+CD25+ reguladores (Treg) evitan la activación falsa de los linfocitos T vírgenes, reducen las respuestas TH1 y TH2 y promueven el desarrollo de algunos linfocitos específicos frente al antígeno en linfocitos T memoria. Sólo las CD pueden invalidar el bloqueo de los Treg a la activación de los linfocitos T vírgenes.
 
Los anticuerpos son la protección principal contra las bacterias extracelulares y la reinfección, y promueven su eliminación y evitan que las bacterias se propaguen en la sangre. El anticuerpo promueve la activación del complemento, opsoniza las bacterias para la fagocitosis, bloquea la adhesión bacteriana y neutraliza (inactiva) las exotoxinas (p. ej., tetanoespasmina, toxina botulínica) y otras proteínas citotóxicas producidas por las bacterias (p. ej., enzimas degradativas). La inmunización con una vacuna con exotoxinas inactivas (toxoides) es el medio de protección principal contra los efectos posiblemente mortales de las exotoxinas.
 
Los anticuerpos IgM se producen al inicio de la respuesta antibacteriana. La fijación de IgM a la bacteria activa la cascada clásica del complemento, lo que promueve la destrucción directa de las bacterias gramnegativas y las respuestas inflamatorias. La IgM suele ser el único anticuerpo que se produce contra los glúcidos capsulares. El gran tamaño de la IgM limita su capacidad de propagación dentro del tejido. Más adelante en la respuesta inmunitaria, el linfocito T cooperador promueve la diferenciación del linfocito B y el cambio de clase de la inmunoglobulina para producir IgG. Los anticuerpos IgG son el anticuerpo predominante, especialmente en la reexposición. Los anticuerpos IgG fijan el complemento y promueven la absorción fagocítica de las bacterias a través de los receptores para el Fc de los macrófagos. La producción de IgA requiere citocinas TH2 y otros factores. La IgA es el principal anticuerpo secretor y es importante para la protección de las mucosas. La IgA secretora adquiere el componente secretor que promueve la interacción y el paso de la IgA a través de las células epiteliales de la mucosa. La IgA neutraliza la fijación de las bacterias y sus toxinas en las superficies de las células epiteliales.
 
Una respuesta primaria específica frente al antígeno en la infección bacteriana tarda de 5 a 7 días. El movimiento de la CD al ganglio linfático puede tardar de 1 a 3 días, a lo que le sigue la activación, la expansión y la maduración de la respuesta. En la reexposición a la infección, las células plasmáticas de vida larga todavía pueden estar produciendo anticuerpos. Los linfocitos T memoria pueden responder rápidamente a la presentación del antígeno con la CD, el macrófago o el linfocito B, no sólo la CD; hay linfocitos B memoria que responden rápidamente al antígeno; y la respuesta de anticuerpos secundaria ocurre en 2 o 3 días.
 

Respuestas inmunitarias intestinales

La flora intestinal interactúa constantemente y está regulada por los sistemas innato e inmunitario del tejido linfático asociado al intestino. De igual forma, la respuesta inmunitaria está determinada por sus interacciones con la flora intestinal ya que las células reguladoras limitan el desarrollo de las respuestas autoinmunitarias y de la inflamación. Las CD, las células linfocíticas innatas, los Treg, los linfocitos TH17, TH1 y otros linfocitos T y los linfocitos B de las placas de Peyer y los folículos linfáticos intestinales vigilan las bacterias que están dentro del intestino. Estas células y las epiteliales y otras células que recubren el intestino producen péptidos antimicrobianos y las células plasmáticas secretan IgA en el intestino para mantener una mezcla saludable de bacterias. Al mismo tiempo, las células reguladoras evitan que se produzcan respuestas inmunitarias nocivas o excesivas contra el contenido del intestino. Las alteraciones de la flora microbiana o su interacción con las células innatas e inmunitarias pueden desorganizar el sistema y dar lugar a enfermedades inflamatorias intestinales. Por ejemplo, la ausencia o una mutación en el receptor NOD2 para los peptidoglucanos aumenta las posibilidades de ciertos tipos de enfermedad de Crohn.
 

Inmunopatogenia bacteriana

La activación de las respuestas inflamatorias y de fase aguda puede provocar daños tisulares y sistémicos significativos. La activación de los macrófagos y las CD en el hígado, el bazo y la sangre mediante la endotoxina puede promover la liberación del TNF-α a la sangre, lo que provocará muchos síntomas de septicemia, entre ellos el fracaso hemodinámico, el shock y la muerte (v. apartado Tormenta de citocinas y cap. 14). Aunque la IL-1, la IL-6 y el TNF-α estimulan respuestas protectoras en una infección local, estas mismas respuestas pueden suponer una amenaza para la vida cuando se activan por una infección sistémica. El aumento del flujo sanguíneo y la filtración del líquido pueden ocasionar un shock cuando ocurren en todo el cuerpo. Los anticuerpos producidos contra antígenos bacterianos que comparten determinantes con las proteínas humanas pueden iniciar la destrucción autoinmunitaria del tejido (p. ej., los anticuerpos producidos en la glomerulonefritis postestreptocócica y en la fiebre reumática). La activación inespecífica de los linfocitos T CD4 mediante los superantígenos (p. ej., toxina del síndrome del shock séptico de S. aureus) promueve la producción de grandes cantidades de citocinas y, finalmente, la muerte de grandes cantidades de linfocitos T. La liberación repentina y masiva de citocinas («tormenta de citocinas») puede provocar un shock y un daño tisular grave (p. ej., síndrome del shock tóxico) (v. apartado Tormenta de citocinas y cap. 14).
 

Evasión bacteriana de las respuestas protectoras

Los mecanismos usados por las bacterias para evadir las respuestas protectoras del hospedador se explican en el capítulo 14 como factores de virulencia. Estos mecanismos son 1) la inhibición de la fagocitosis y la destrucción intracelular en el fagocito, 2) la inactivación de la función del complemento, 3) la escisión de la IgA, 4) el crecimiento intracelular (evitando el anticuerpo) y 5) el cambio en el aspecto antigénico bacteriano. Algunos microorganismos, entre ellos las micobacterias (también los géneros Listeria y Brucella), sobreviven y se multiplican dentro de los macrófagos y usan a los macrófagos como una reserva protectora o un sistema de transporte que ayuda a propagar los microorganismos a través del cuerpo. Sin embargo, los macrófagos activados por citocinas pueden destruir los microorganismos patógenos intracelulares.
 





Respuestas antivíricas

Defensas del hospedador frente a la infección vírica


La respuesta inmunitaria es la mejor y, en la mayoría de los casos, la única forma de controlar una infección vírica (fig. 10-3; cuadro 10-4). Lamentablemente, también es origen de la patogenia de muchas enfermedades víricas. Las respuestas inmunitarias humorales y celulares son importantes para la inmunidad antivírica. El objetivo final de la respuesta inmunitaria en una infección vírica es eliminar el virus y las células del hospedador que lo albergan o replican. Los interferones, los linfocitos NK, las respuestas CD4 TH1 y los linfocitos T citotóxicos CD8 son más importantes para las infecciones víricas que para las infecciones bacterianas. Si no se resuelve la infección puede producirse una infección persistente o crónica o la muerte.
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Figura 10-3 Respuestas antivíricas. La respuesta frente a un virus (p. ej., el virus de la gripe) empieza con la producción y la acción del interferón y los linfocitos citolíticos espontáneos (NK). La activación de la inmunidad específica del antígeno se parece a la respuesta antibacteriana, excepto porque los linfocitos T citotóxicos CD8 (CTL) constituyen respuestas antivíricas importantes. La duración de los episodios se indica en la parte superior de la figura. IFN, interferón; IL, interleucina; Mθ, macrófago; TH, (linfocito) T cooperador; TNF, factor de necrosis tumoral. 
 
 
 




Cuadro 10-4    Resumen de respuestas antivíricas  
 
Interferón



El interferón lo inducen el ARN bicatenario, la inhibición de la síntesis de proteínas celulares o de virus con envoltura

El interferón inicia un estado antivírico en las célula que le rodean

El interferón bloquea la replicación local de virus

El interferón activa respuestas antivíricas sistémicas
 
Linfocitos NK



Los linfocitos NK se activan por el IFN-α y la interleucina 12 y activan a los macrófagos con IFN-γ

Los linfocitos NK se dirigen contra las células infectadas por virus y las matan (en especial los virus con envoltura)
 
Macrófagos y CD



Los macrófagos filtran las partículas víricas de la sangre

Los macrófagos inactivan a las partículas de virus opsonizadas

Las CD inmaduras producen IFN-α y otras citocinas

Las CD inician y determinan la naturaleza de la respuesta de linfocitos T CD4 y CD8

Las CD y los macrófagos presentan el antígeno a los linfocitos T CD4
 
Linfocitos T



Los linfocitos T son esenciales para controlar las infecciones por virus con envoltura y no citolíticos

Los linfocitos T reconocen péptidos víricos presentados por moléculas del MHC en las superficies celulares

Los péptidos víricos antigénicos (epítopos lineales) pueden proceder de cualquier proteína del virus (p. ej., glucoproteínas, nucleoproteínas)

Las respuestas TH1 CD4 son más importantes que las respuestas TH2

Los linfocitos T CD8 citotóxicos responden a los complejos péptido vírico:MHC de la clase I en las superficies de la célula infectada

Las respuestas TH2 CD4 son importantes para la maduración de la respuesta de anticuerpos

Las respuestas TH2 CD4 pueden ser perjudiciales si limitan de forma prematura las respuestas inflamatorias y citolíticas TH1
 
Anticuerpo



El anticuerpo neutraliza virus extracelulares:

Bloquea las proteínas de inserción del virus (p. ej., glucoproteínas, proteínas de la cápside)

Desestabiliza la estructura del virus

El anticuerpo opsoniza el virus para la fagocitosis

El anticuerpo promueve la muerte de la célula diana mediante la cascada del complemento y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

El anticuerpo resuelve las infecciones víricas líticas

El anticuerpo bloquea la propagación virémica al tejido diana

La IgM es un indicador de una infección reciente o actual

La IgG es un arma antivírica más eficaz que la IgM

La IgA secretoria es importante para proteger las superficies mucosas

La resolución requiere la eliminación del virus libre (anticuerpo) y de la célula productora de virus (lisis mediada por virus o célula inmunitaria).
 

CD, célula dendrítica; IFN, interferón; Ig, inmunoglobulina; MHC, complejo principal de histocompatibilidad; NK, citolítico espontáneo.
 
 


Defensas innatas

La temperatura corporal, la fiebre, los interferones, otras citocinas, el sistema mononuclear de los fagocitos y los linfocitos NK proporcionan una respuesta local rápida a la infección vírica y también activan las defensas inmunitarias específicas. A menudo las defensas inespecíficas son suficientes para controlar una infección vírica, lo que evita que aparezcan los síntomas.
 
La infección vírica puede inducir la liberación de citocinas (p. ej., TNF, IL-1) e interferón de las células infectadas, las CDi y los macrófagos. El ARN vírico (especialmente el ARNbc), el ADN y algunas glucoproteínas víricas son potentes activadores de los TLR, y los ácidos nucleicos víricos también pueden activar a los receptores para el patrón del microorganismo patógeno vesiculares y citoplásmicos e iniciar estas respuestas del interferón y las citocinas. Los interferones y otras citocinas desencadenan las respuestas tempranas locales y sistémicas. La inducción de la fiebre y la estimulación del sistema inmunitario son dos de estos efectos sistémicos.
 
La temperatura corporal y la fiebre pueden limitar la replicación o desestabilizar a algunos virus. Muchos virus son menos estables (p. ej., el virus del herpes simple) o no pueden multiplicarse (rinovirus) a 37 °C o a más temperatura.
 
Las células del sistema fagocítico dendrítico y mononuclear fagocitan las partículas víricas y celulares de las células infectadas con virus. Los macrófagos del hígado (células de Kupffer) y del bazo filtran rápidamente muchos virus de la sangre. El anticuerpo y el complemento fijados a un virus facilitan su absorción y depuración mediante los macrófagos (opsonización). Las CD y los macrófagos también presentan el antígeno a los linfocitos T y liberan IL-1, IL-12 e IFN-α para propagar las respuestas inmunitarias innatas e iniciar las específicas del antígeno. Las CD plasmacitoides en la sangre producen grandes cantidades de IFN-α en respuesta a la viremia. Los macrófagos activados también pueden distinguir y destruir células diana infectadas.
 
Los IFN-α y β y la IL-12 activan a los linfocitos NK para destruir las células infectadas por virus. La infección vírica puede reducir la expresión de los antígenos del MHC para eliminar las señales inhibidoras o puede alterar los glúcidos de las proteínas de la superficie celular para proporcionar señales citolíticas al linfocito NK.
 

Interferón

Isaacs y Lindemann describieron por primera vez el interferón como un factor muy potente que «interfiere con» la replicación de muchos virus diferentes. El interferón es la primera defensa activa del cuerpo contra una infección vírica, un «sistema de alerta temprano». Además de activar la defensa antivírica de la célula diana para bloquear la replicación del virus, los interferones activan la respuesta inmunitaria y aumentan el reconocimiento por los linfocitos T de la célula infectada. El interferón es una defensa muy importante contra la infección, pero también es una causa de los síntomas sistémicos asociados a muchas infecciones víricas, como el malestar general, el dolor muscular, los escalofríos y la fiebre (síntomas inespecíficos parecidos a los de la gripe), especialmente durante la viremia. El interferón de tipo 1 interviene además en la aparición del lupus eritematoso sistémico.

 
Los interferones comprenden una familia de proteínas que pueden subdividirse según diversas propiedades, entre ellas el tamaño, la estabilidad, la célula de origen y el modo de acción (tabla 10-2). El IFN-α y el IFN-β son interferones del tipo I que comparten muchas propiedades, entre ellas la homología estructural y el modo de acción. Los linfocitos B, las células epiteliales, los monocitos, los macrófagos y las CDi producen IFN-α. Las CD plasmocíticas en la sangre producen grandes cantidades en respuesta a la viremia. Los fibroblastos y otras células producen IFN-β en respuesta a la infección vírica y a otros estímulos. El IFN-λ (interferón lambda) es un interferón del tipo III con una actividad similar al IFN-α y es importante en las respuestas contra la gripe. El IFN-γ es un interferón del tipo II, una citocina producida por los linfocitos T y los linfocitos NK activados que se produce al final de la infección. Aunque el IFN-γ inhibe la replicación vírica, su estructura y modo de acción difieren de los de los otros interferones. Al IFN-γ también se le conoce como factor de activación del macrófago y es el componente decisivo de la respuesta TH1.
 

Tabla 10-2
 
Propiedades básicas de los interferones humanos (IFN)
 



	Propiedad 	IFN-α 	IFN-β 	IFN-γ 
 


	Designaciones anteriores 	IFN del tipo I del leucocito 	IFN del tipo I del fibroblasto 	IFN del tipo II inmunitario 
 
	Genes 	>20 	1 	1 
 
	Masa molecular (Da)*
 	16.000-23.000 	23.000 	20.000-25.000 
 
	Clonado†
 	19.000 	19.000 	16.000 
 
	Glucosilación 	No‡
 	Sí 	Sí 
 
	Estabilidad frente a pH 	Estable‡
 	Estable 	Lábil 
 
	Activador primario 	Virus 	Virus 	Respuesta inmunitaria 
 
	Fuente principal 	Epitelio, leucocitos 	Fibroblasto 	NK o linfocito T 
 
	Intrones en genes 	No 	No 	Sí 
 
	Homología con IFN-α humano 	100% 	30-50% 	<10% 
  



[image: ]
 

* Masa molecular de la forma monomérica.
 
† Forma sin glucosilar, como la producida en bacterias por la técnica del ADN recombinante.
 
‡ La mayoría de los subtipos pero no todos.
 
Datos de White DO: Antiviral chemotherapy, interferons and vaccines, Basilea, Suiza, 1984, Karger; y Samuel CE: Antiviral actions of interferon. Interferon regulated cellular proteins and their surprisingly selective antiviral activities, Virology 183:1–11, 1991.
 


El mejor inductor de la producción de IFN-α e IFN-β es el ARNbc, que se produce como intermediario en la replicación de los virus ARN o por la interacción de ARN mensajeros sentido/antisentido (ARNm) para algunos virus ADN (cuadro 10-5). Es suficiente una molécula de ARNbc por célula para inducir la producción del interferón. La interacción de algunos virus encapsulados (p. ej., el virus del herpes simple y el virus de la inmunodeficiencia adquirida [VIH]) con las CDi puede promover la producción del IFN-α. También la inhibición de la síntesis de proteínas en una célula infectada por virus puede disminuir la producción de una proteína represora del gen del interferón, lo que permite la producción del interferón. Los inductores no víricos del interferón son los siguientes:

1. Microorganismos intracelulares (p. ej., micobacterias, hongos, protozoos).

2. Activadores de ciertos TLR o mitógenos (p. ej., endotoxinas, fitohemaglutinina).

3. Polinucleótidos bicatenarios (p. ej., poli I:C, poli dA:dT).

4. Polímeros de polianiones sintéticos (p. ej., polisulfatos, polifosfatos, pirano).

5. Antibióticos (p. ej., kanamicina, cicloheximida).

6. Componentes sintéticos de masa molecular baja (p. ej., tilorona, tintes de acridina).
 

 



Cuadro 10-5    Interferones del tipo I  
 
Inducción



Ácido ribonucleico bicatenario (durante la replicación del virus)

Inhibición vírica de síntesis de proteínas celulares

Interacción del virus con envoltura con la célula dendrítica plasmacitoide
 
Mecanismo de acción



La célula infectada o la célula dendrítica plasmacitoide liberan interferón

El interferón se une a un receptor específico de la superficie celular en otra célula

El interferón induce el «estado antivírico»:

Síntesis de proteína-cinasa R (PKR), 2′,5′-oligoadenilato-sintetasa y ribonucleasa L
 
La infección vírica de la célula activa estas enzimas

Síntesis proteínica inhibida para bloquear la replicación del virus

Degradación de ARNm (2′,5′-oligoadenilato-sintasa y ARNasa L)

Inhibición de ensamblaje del ribosoma (PKR)
 
Activación de respuestas antivíricas innatas e inmunitarias

Inducción de síntomas gripales
 
 

El IFN-α, el IFN-β y el IFN-λ pueden inducirse y liberarse a las pocas horas de la infección (fig. 10-4). El interferón se fija a receptores específicos situados en las células vecinas e induce la producción de proteínas antivíricas: el estado antivírico. Sin embargo, estas proteínas antivíricas no se activan hasta que ligan ARNbc. Los principales efectos antivíricos del interferón los producen dos enzimas, la 2′,5′-oligoadenilato-sintetasa (una polimerasa inusual) y la proteína-cinasa R (PKR) (fig. 10-5), y para la gripe también es importante la proteína mx. La infección vírica de la célula y la producción de ARNbc activan estas enzimas y desencadenan una cascada de episodios bioquímicos que llevan a 1) la inhibición de la síntesis de proteínas mediante la fosforilación por la PKR de un factor de inicio ribosómico importante (factor de inicio de la elongación 2-α [eIF-2α]) y 2) la degradación del ARNm (de modo preferente, el ARNm vírico) mediante la ribonucleasa L, activada por la 2′,5′-oligoadenosina. Este proceso pone básicamente a la factoría de síntesis celular de proteínas «en huelga» y evita la replicación vírica. Hay que señalar que el interferón no bloquea directamente la replicación vírica. El estado antivírico dura de 2 a 3 días, lo que puede ser suficiente para que la célula degrade y elimine al virus sin ser destruida.
 

[image: image]  

Figura 10-4 Inducción del estado antivírico por el interferón (IFN) α o el IFN-β. El interferón se produce en respuesta a la infección vírica pero no afecta a la célula infectada inicialmente. El interferón se fija al receptor de la superficie celular en otras células e induce la producción de enzimas antivíricas (estado antivírico). La infección y la producción del ARN bicatenario activa la actividad antivírica. MHC I, antígeno del complejo principal de histocompatibilidad del tipo 1. 
 
 
 


[image: image]  

Figura 10-5 Las dos vías principales de inhibición por el interferón de la síntesis de proteínas víricas. En uno de los mecanismos se induce una polimerasa inusual (2′-5′-oligoadenilato-sintetasa [2-5A]) a la que activa el ARN bicatenario (ARNbc). La enzima activada sintetiza una cadena de adeninas inusual con un enlace 2′-5′-fosfodiéster. El oligómero activa a la ARNasa L que degrada el ARN mensajero (ARNm). El otro mecanismo implica la inducción de la proteína-cinasa R (PKR), que evita el ensamblaje del ribosoma al fosforilar el factor de inicio de la elongación (eIF-2α) con el fin de evitar el inicio de la síntesis de proteínas por los ARNm tapados. ATP, trifosfato de adenosina. 
 
 
 

Los interferones estimulan la inmunidad celular activando las células efectoras y aumentando el reconocimiento de células diana infectadas por virus. Los IFN de tipo I activan a los linfocitos NK y estimulan la activación de los linfocitos T CD8. El IFN y los linfocitos NK activados proporcionan una defensa natural, local y temprana contra la infección por los virus. El IFN-α y el IFN-β aumentan la expresión de los antígenos del MHC de la clase I, lo que aumenta la capacidad de la célula de presentar al antígeno y convierte a la célula en un objetivo mejor para los linfocitos T citotóxicos (CTL). La activación de los macrófagos mediante el IFN-γ promueve la producción de más IFN-α e IFN-β, la secreción de otros modificadores de la respuesta biológica, la fagocitosis, el reclutamiento y las respuestas inflamatorias. El IFN-γ incrementa la expresión de los antígenos del MHC de la clase II en el macrófago para ayudar a promover la presentación del antígeno a los linfocitos T. El interferón también tiene efectos reguladores generalizados sobre el crecimiento celular, la síntesis de proteínas y la respuesta inmunitaria. Los tres tipos de interferón bloquean la proliferación celular en las dosis apropiadas.

 
Se emplea interferón biotecnológico como tratamiento antivírico en algunas infecciones víricas (p. ej., el virus del papiloma humano y el de la hepatitis C). Un tratamiento eficaz requiere el uso del subtipo correcto de interferón y la pronta administración de la concentración apropiada. El IFN-β se usa para el tratamiento de la esclerosis múltiple. Los interferones también se han usado en ensayos clínicos para tratar determinados cánceres. Sin embargo, el tratamiento con interferón provoca efectos secundarios seudogripales, como tiritona, fiebre y astenia.
 

Inmunidad específica del antígeno

Las inmunidades humoral y celular desempeñan funciones diferentes en la resolución de las infecciones víricas (p. ej., eliminando el virus del cuerpo). La inmunidad humoral (anticuerpo) actúa principalmente sobre los viriones extracelulares, mientras que la inmunidad celular (linfocitos T) se dirige a la célula que produce el virus.
 

Inmunidad humoral

Prácticamente todas las proteínas víricas son extrañas para el hospedador y son inmunógenas (es decir, capaces de desencadenar una respuesta de anticuerpos). Sin embargo, no todos los antígenos provocan inmunidad protectora.
 
El anticuerpo bloquea la progresión de la enfermedad a través de la neutralización y la opsonización de los virus que están fuera de las células. Las respuestas protectoras del anticuerpo se generan hacia las proteínas de las cápsides de los virus sin cubierta y las glucoproteínas de los virus con envoltura que interaccionan con los receptores de la superficie celular (proteínas víricas de anclaje). Estos anticuerpos pueden neutralizar el virus impidiendo su interacción con las células diana o desestabilizándolo, lo que iniciará su degradación. La fijación del anticuerpo a estas proteínas también opsoniza el virus, lo que estimula su adsorción y depuración mediante los macrófagos. El reconocimiento por el anticuerpo de las células infectadas también puede promover la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) mediante los linfocitos NK. Los anticuerpos frente a otros antígenos víricos pueden ser útiles para el análisis serológico de la infección vírica.
 
La principal función antivírica del anticuerpo es evitar la propagación del virus extracelular a otras células. El anticuerpo es especialmente importante a la hora de limitar la propagación del virus mediante la viremia, al evitar que el virus alcance el tejido diana y produzca la enfermedad. El anticuerpo es más eficaz en la resolución de las infecciones citolíticas. La resolución se produce porque el virus destruye la fábrica celular y el anticuerpo elimina al virus extracelular. El anticuerpo es la defensa principal que inicia la mayoría de las vacunas.
 

Inmunidad del linfocito T

La inmunidad mediada por el linfocito T promueve las respuestas inflamatorias y de anticuerpos (linfocitos T CD4 cooperadores) y destruye las células infectadas (linfocitos T citotóxicos [principalmente linfocitos T CD8]). La respuesta CD4 TH1 es generalmente más importante que las respuestas TH2 para controlar una infección vírica, especialmente por virus no citolíticos y con envoltura. Los linfocitos T CD8 citolíticos promueven la apoptosis de las células infectadas después de que su receptor se una a un péptido vírico presentado por una proteína del MHC de la clase I. Los péptidos expresados en los antígenos del MHC de la clase I se obtienen de las proteínas víricas sintetizadas dentro de la célula infectada (vía endógena). La proteína vírica de la que derivan estos péptidos puede no producir anticuerpos protectores (p. ej., proteínas intracelulares o internas del virión, proteínas nucleares, proteínas mal plegadas o procesadas [desechos celulares]). Por ejemplo, la matriz y las nucleoproteínas del virus de la gripe y la proteína celular infectada 4 (ICP4) (nuclear) del virus del herpes simple son objetivos de los CTL pero no producen anticuerpos protectores. Una sinapsis inmunitaria formada por las interacciones del TCR y el MHC I, los correceptores y las moléculas de adhesión crea un espacio en el que se libera perforina, un formador de poros en la membrana parecido al complemento y las granzimas (enzimas que degradan) para inducir la apoptosis de la célula diana. La interacción de la proteína ligando de Fas de los linfocitos T CD4 o CD8 con la proteína Fas del linfocito T diana también puede promover la apoptosis. Los CTL destruyen las células infectadas y, como resultado, eliminan la fuente de nuevos virus.
 
La respuesta del linfocito T CD8 probablemente se produzca como una defensa frente a la infección vírica. La inmunidad celular es especialmente importante para resolver las infecciones por los virus que forman sincitios (p. ej., el sarampión, el virus del herpes simple, el virus de la varicela zóster, el VIH), que pueden propagarse de una célula a otra sin exponerse al anticuerpo; y por los virus no citolíticos (p. ej., el virus de la hepatitis A y del sarampión). Los linfocitos T CD8 también interactúan con las neuronas para controlar, sin destruir, la recidiva de virus latentes (el virus del herpes simple, el virus de la varicela zóster y el virus del papiloma humano JC).
 




Respuesta inmunitaria al ataque vírico

Ataque vírico primario


Las respuestas innatas del hospedador son las primeras respuestas al ataque vírico y suelen ser suficientes para limitar la propagación vírica (v. fig. 10-3). Los interferones del tipo 1 producidos en respuesta a la mayoría de las infecciones víricas inician la protección de las células adyacentes, aumentan la presentación del antígeno al incrementar la expresión de los antígenos del MHC e inician la depuración de las células infectadas mediante la activación de los linfocitos NK y las respuestas específicas del antígeno. Los virus y los componentes víricos liberados de las células infectadas los fagocitan las CDi, que se activan para producir citocinas y entonces se mueven hacia los ganglios linfáticos. Los macrófagos del hígado y del bazo son especialmente importantes para eliminar los virus del torrente sanguíneo (filtros). Estas células fagocíticas degradan y procesan los antígenos víricos. Las CD presentan los fragmentos peptídicos apropiados unidos a los antígenos del MHC de la clase II a los linfocitos T CD4 y estos antígenos también pueden presentarse cruzados en las moléculas del MHC I a los linfocitos T CD8 para iniciar la respuesta. Las APC también liberan IL-1, IL-6 y TNF y, con la IL-12, promueven la activación de linfocitos T cooperadores y la producción específica de citocinas (respuesta TH1). Los interferones del tipo 1 y estas citocinas inducen los síntomas prodrómicos seudogripales de muchas infecciones víricas. Los linfocitos T activados se mueven hacia el lugar de la infección y las zonas de linfocitos B de los ganglios linfáticos, y los macrófagos y los linfocitos B presentan el antígeno y son estimulados por los linfocitos T.
 
Las respuestas frente a antígenos víricos específicos son similares a las específicas frente a antígenos bacterianos específicos, con la excepción de que el linfocito T CD8 desempeña una función más importante. La IgM se produce aproximadamente 3 días después de la infección. Su producción indica una infección primaria. La IgG y la IgA se producen 2 o 3 días después de la IgM. La IgA secretora se produce en respuesta a un ataque vírico de las superficies de la mucosa en los orificios naturales del cuerpo (p. ej., los ojos, la boca y los sistemas respiratorio y digestivo). Los linfocitos T CD4 y CD8 activados están presentes aproximadamente el mismo tiempo que la IgG sérica. Durante la infección, el número de linfocitos T CD8 específicos frente al antígeno puede aumentar de 50.000 a 100.000 veces. Los linfocitos T CD8 específicos frente al antígeno se mueven hacia el lugar de la infección y destruyen a las células infectadas por el virus. El reconocimiento y la unión a los complejos péptido-víricos MHC de la clase I promueven la destrucción apoptósica de las células diana, a través de la liberación de perforina y granzimas (para alterar la membrana celular) o de la fijación del ligando de Fas al Fas de la célula diana. La resolución de la infección tiene lugar más adelante, cuando hay suficientes anticuerpos para neutralizar toda la progenie vírica o cuando la inmunidad celular ha sido capaz de alcanzar y eliminar todas las células infectadas. Para la resolución de la mayoría de las infecciones por virus con envoltura y no citolíticos son necesarias respuestas mediadas por TH1 que destruyan la factoría vírica y resuelvan la infección.
 
Las infecciones víricas del encéfalo y el ojo pueden provocar daños importantes porque estos tejidos no pueden reparar el daño tisular y son lugares con privilegio inmunitario. Las respuestas TH1 se suprimen para evitar la importante destrucción tisular que acompaña a la inflamación extendida. Estos lugares dependen del control innato, de citocinas, TH17 y anticuerpos para controlar la infección.
 
Las respuestas inmunitarias celulares y de IgG no aparecen hasta 6 u 8 días después del ataque vírico. En muchas infecciones víricas, esto es después de que las respuestas innatas hayan controlado la replicación vírica. Sin embargo, en otras infecciones víricas, este período permite al virus propagar la infección, extenderse por todo el cuerpo e infectar el tejido diana y causar la enfermedad (p. ej., encéfalo: encefalitis; hígado: hepatitis). La respuesta a la propagación de la enfermedad puede requerir una respuesta inmunitaria mayor y más intensa, lo que a menudo conlleva la inmunopatogenia y el daño tisular que provocan los síntomas de la enfermedad.
 

Ataque vírico secundario

En cualquier guerra, es más fácil eliminar a un enemigo si se conoce su origen y su identidad y si puede evitarse que establezca su posición. De igual forma, en el cuerpo humano, la inmunidad anterior, establecida por una infección o vacunación previas, hace posible una movilización rápida y específica de las defensas para evitar los síntomas de la enfermedad, promueve la rápida eliminación del virus y bloquea la propagación virémica desde el lugar primario de la infección hacia el tejido diana para evitar la enfermedad. Como resultado, la mayoría de los ataques víricos secundarios son asintomáticos. El anticuerpo y los linfocitos B y los linfocitos T memoria están presentes en un hospedador inmunitario para generar una respuesta anamnésica (de refuerzo) más rápida y extensa frente al virus. La IgA secretoria se produce rápidamente para proporcionar una defensa importante frente a la nueva infección a través de los orificios naturales del cuerpo, pero sólo se produce de forma transitoria.
 
El hospedador, los factores víricos y de otro tipo determinan el resultado de la respuesta inmunitaria a la infección vírica. Los factores del hospedador son el trasfondo génico, el estado inmunitario, la edad y el estado de salud general del sujeto. Los factores víricos son la cepa vírica, la dosis infecciosa y la vía de entrada. El tiempo necesario para iniciar la protección inmunitaria, la extensión de la respuesta, el nivel de control de la infección y el potencial inmunopatológico (v. cap. 45) consecuencia de la infección difieren después de una infección primaria y un nuevo ataque.
 


Mecanismos víricos para eludir la respuesta inmunitaria

Un factor importante en la virulencia de un virus es su capacidad para eludir la resolución inmunitaria. Los virus pueden eludir la resolución inmunitaria evadiendo la detección, impidiendo la activación o bloqueando la ejecución de la respuesta inmunitaria. En la tabla 10-3 se presentan ejemplos específicos. Algunos virus codifican incluso proteínas especiales que suprimen la respuesta inmunitaria.
 

Tabla 10-3
 
Ejemplos de evasión vírica de las respuestas inmunitarias
 



	Mecanismo 	Ejemplos de virus 	Acción 
 

	
Respuesta humoral




	Oculto del anticuerpo 	Virus herpes, retrovirus 	Infección latente 
 
	Virus del herpes simple, virus de varicela zóster, paramixovirus, virus de la inmunodeficiencia humana 	Infección de célula a célula (formación de sincitios) 
 
	Variación antigénica 	Lentivirus (virus de la inmunodeficiencia humana) 	Cambio génico después de infección 
 
	Virus de la gripe 	Cambios génicos anuales (variaciones menores)
Cambios pandémicos (cambios principales) 
 
	Secreción de antígeno bloqueante 	Virus de la hepatitis B 	Antígeno de superficie de la hepatitis B 
 
	Degradación del complemento 	Virus del herpes simple 	Glucoproteína C, que se une al C3 y promueve su degradación 
 	
Interferón




	Bloqueo de producción 	Virus de la hepatitis B 	Inhibición de transcripción del IFN 
 
	Virus de Epstein-Barr 	Análogo a IL-10 (BCRF-1) que bloquea la producción de IFN-γ 
 
	Bloqueo de acción 	Adenovirus 	Inhibe la expresión de MHC, VA1 bloquea la activación del ARN bicatenario de la proteína-cinasa inducida por el interferón (PKR) 
 
	Virus del herpes simple 	Inactiva PKR y activa fosfatasa (PP1) para revertir la inactivación del factor de inicio para la síntesis de proteínas 
 	
Función de célula inmunitaria




	Afectación de la función de la CD 	Sarampión, hepatitis C 	Inducción de IFN-β, que limita la función de la CD 
 
	Afectación de la función del linfocito 	Virus del herpes simple 	Impide acción citolítica de linfocito T CD8 
 
	Virus de la inmunodeficiencia humana 	Mata linfocitos T CD4 y altera a los macrófagos 
 
	Virus del sarampión 	Supresión de linfocitos NK, T, y B 
 
	Factores inmunodepresores 	Virus de Epstein-Barr 	BCRF-1 (similar a IL-10) Supresión de respuesta de linfocitos TH1 CD4 cooperadores 
 	
Reducción de presentación del antígeno




	Expresión reducida de MHC de la clase I 	Adenovirus 12 	Inhibición de transcripción de clase I del MHC; proteína de 19 kDa (gen E3) se une a cadena pesada de clase I del MHC, lo que bloquea su paso a la superficie 
 
	Citomegalovirus 	Proteína H301 bloquea la expresión en la superficie de β2-microglobulina y moléculas de la clase I del MHC 
 
	Virus del herpes simple 	ICP47 bloquea TAP, lo que impide la entrada del péptido en el RE y su unión a las moléculas de la clase I del MHC 
 	
Inhibición de la inflamación




	 	Poxvirus, adenovirus 	Bloqueo de la acción de la IL-1 o del factor de necrosis tumoral 
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CD, célula dendrítica; ICP47, proteína de célula infectada 47; IFN, interferón; IL, interleucina; MHC I, complejo principal de histocompatibilidad, antígeno del tipo 1; NK, citolítico espontáneo; PMN, neutrófilo polimorfonuclear; RE, retículo endoplásmico; TAP, transportador asociado a producción de antígeno.




Inmunopatogenia vírica

Los síntomas de muchas enfermedades víricas son la consecuencia de la acción de las citocinas o de respuestas inmunitarias exageradas. Los síntomas seudogripales de la gripe y cualquier virus que establece una viremia (p. ej., los arbovirus) se deben al interferón y otras respuestas de citocinas inducidas por el virus. Las interacciones del anticuerpo con grandes cantidades de antígeno vírico en la sangre, como ocurre con la infección por el virus de la hepatitis B, pueden dar lugar a enfermedades por inmunocomplejos. El exantema del sarampión, el daño tisular extenso del encéfalo asociado a la encefalitis por el virus del herpes simple (-itis significa «inflamación») y el daño tisular y los síntomas de la hepatitis son el resultado de las respuestas inmunitarias celulares. Las respuestas más intensas de los linfocitos NK y los linfocitos T en los adultos exacerban algunas enfermedades que son benignas en los niños, como la del virus de la varicela zóster, la mononucleosis infecciosa por el virus de Epstein-Barr y la infección por el virus de la hepatitis B. La falta de este tipo de respuesta en los niños les hace propensos a la infección crónica por el virus de la hepatitis B, porque la respuesta es insuficiente para destruir las células infectadas y resolver la infección. Las infecciones víricas también pueden ser el desencadenante inicial de la activación que permite al sistema inmunitario responder a sus propios antígenos y provoca las enfermedades autoinmunitarias.
 




Respuestas inmunitarias específicas contra los hongos

Las respuestas protectoras primarias a la infección por hongos se inician mediante la unión de glúcidos micóticos de la pared celular a los TLR y a la lectina dectina 1 y las llevan a cabo los neutrófilos, los macrófagos y los péptidos antimicrobianos producidos por los neutrófilos, las células epiteliales y otras células. Las respuestas TH17 y TH1 del linfocito T CD4 estimulan las respuestas de neutrófilos y macrófagos. Los pacientes con deficiencias de neutrófilos o de estas respuestas mediadas por los linfocitos T CD4 (p. ej., pacientes con SIDA) son más proclives a estas infecciones micóticas (oportunistas). Las defensinas y otros péptidos catiónicos pueden ser importantes en algunas infecciones micóticas (p. ej., mucormicosis, aspergillus) y el óxido nítrico puede serlo frente a Cryptococcus y otros hongos. El anticuerpo, como opsonina, puede facilitar la eliminación de los hongos.

 



Respuestas inmunitarias específicas contra los parásitos

Es difícil generalizar sobre los mecanismos de la inmunidad antiparasitaria porque hay muchos parásitos diferentes que tienen formas diferentes y residen en distintas localizaciones tisulares durante sus ciclos vitales (tabla 10-4). La estimulación de los linfocitos T CD4 TH1, TH17, CD8 y las respuestas del macrófago son importantes en las infecciones intracelulares y las respuestas de anticuerpos TH2 son importantes en los parásitos extracelulares de la sangre y los líquidos. La acción de la IgE, el eosinófilo y el mastocito es especialmente importante para eliminar las infecciones por helmintos (cestodos y nematodos). La eficacia en el control de la infección puede depender de la respuesta que se ha iniciado en el hospedador. La dominancia de una respuesta TH2 frente a las infecciones por Leishmania da lugar a la inhibición de la activación TH1 de los macrófagos, a la incapacidad de eliminar los parásitos intracelulares y a un mal resultado. Esta observación proporcionó la base para descubrir que las respuestas TH1 y TH2 están separadas y son antagonistas. Los parásitos han desarrollado mecanismos sofisticados para evitar la eliminación inmunitaria y suelen crear infecciones crónicas.
 

Tabla 10-4
 
Ejemplos de respuestas inmunitarias antiparasitarias
 



	Parásito 	Hábitat 	Principal mecanismo efector del hospedador*
 	Método de evitación 
 


	Trypanosoma brucei 	Torrente sanguíneo 	Anticuerpo + complemento 	Variación antigénica 
 
	Género Plasmodium
 	Hepatocito, célula sanguínea 	Anticuerpo, citocinas (TH1) 	Intracelular, variación antigénica 
 
	Toxoplasma gondii 	Macrófago 	Metabolitos del O2, NO, enzimas lisosómicas (TH1) 	Inhibición de fusión con lisosomas 
 
	Trypanosoma cruzi 	Muchas células 	Metabolitos del O2, NO, enzimas lisosómicas (TH1) 	Escape al citoplasma, con lo que evita ser digerido en el lisosoma 
 
	Género Leishmania
 	Macrófago 	Metabolitos del O2, NO, enzimas lisosómicas (TH1) 	Afectación de estallido de O2 y depuración de productos; evita la digestión 
 
	Trichinella spiralis 	Intestino, sangre, músculo 	Células mielocíticas, anticuerpo + complemento (TH2) 	Enquistamiento en el músculo 
 
	Schistosoma mansoni 	Piel, sangre, pulmones, vena portal 	Células mielocíticas, anticuerpo + complemento (TH2) 	Adquisición de antígenos del hospedador, bloqueo por anticuerpo; antígenos solubles e inmunocomplejos; antioxidantes 
 
	Wuchereria bancrofti 	Sistema linfático 	Células mielocíticas, anticuerpo + complemento (TH2) 	Cutícula extracelular gruesa; antioxidantes 
 
	Helmintos 	Intestino 	IgE 	Cutícula extracelular 
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IgE, inmunoglobulina E; NO, óxido nítrico; TH, (linfocito) T cooperador.

* El anticuerpo es el más importante para los microorganismos patógenos extracelulares. La inmunidad celular (respuesta TH1) es la más importante para los microorganismos patógenos intracelulares.
 
Adaptada de Roitt y cols: Immunology, 4.ª ed., St. Louis, 1996, Mosby.
 

Los macrófagos fagocitan a los parásitos extracelulares, como Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii y el género Leishmania. El anticuerpo puede facilitar la absorción (opsoniza) de los parásitos. La destrucción de los parásitos ocurre después de que el IFN-γ (producido por los linfocitos NK, los linfocitos T γ/δ o los linfocitos CD4 TH1) o el TNF-α (producido por otros macrófagos) activen el macrófago y se produzca la inducción de los mecanismos de destrucción que dependen del oxígeno (peróxido, superóxido, óxido nítrico). Los parásitos pueden replicarse en el macrófago y esconderse de la siguiente detección inmunitaria a menos que las respuestas TH1 activen al macrófago.
 
La producción de TH1 del IFN-γ y la activación de los macrófagos también son esenciales para la defensa contra los protozoos intracelulares y para el desarrollo de los granulomas alrededor de los huevos de Schistosoma mansoni y los helmintos en el hígado. El granuloma, formado por capas de células inflamatorias, protege al hígado de las toxinas producidas por los huevos. Sin embargo, el granuloma también provoca fibrosis, lo que interrumpe la irrigación sanguínea venosa hacia el hígado y provoca hipertensión y cirrosis.
 
Los neutrófilos fagocitan y destruyen los parásitos extracelulares a través de mecanismos que dependen del oxígeno y de otros que no dependen de él. Los eosinófilos localizados cerca de los parásitos, se fijan a la IgG o la IgE de la superficie de las larvas o los gusanos (p. ej., helmintos, S. mansoni y Trichinella spiralis), se desgranulan fundiendo sus gránulos intracelulares con las membranas plasmáticas y liberan la proteína principal básica al espacio intercelular. La proteína principal básica es tóxica para los parásitos.
 
En las infecciones por helmintos, son muy importantes las citocinas producidas por las células epiteliales y los linfocitos T CD4 TH2 que estimulan la producción de IgE y activan a los mastocitos (fig. 10-6). La IgE unida a los receptores para el Fc en los mastocitos dirige a las células hacia los antígenos del parásito infectante. En la luz del intestino, la unión del antígeno y el entrecruzado de la IgE en la superficie del mastocito estimulan la liberación de histamina y de sustancias tóxicas para el parásito y promueven la secreción de moco para cubrir y promover la expulsión del gusano.
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Figura 10-6 Eliminación de los nematodos del intestino. Las respuestas TH2 son importantes para estimular la producción de anticuerpos. El anticuerpo puede dañar al gusano. La inmunoglobulina E (IgE) se asocia a los mastocitos, la liberación de histamina y las sustancias tóxicas. El incremento en la secreción de moco también promueve la expulsión. IL, interleucina; TNF, factor de necrosis tumoral. (De Roitt I y cols.: Immunology, 4.ª ed., St. Louis, 1996, Mosby.) 
 
 


El anticuerpo IgG también desempeña una función importante en la inmunidad antiparasitaria, como opsonina y como activador del complemento en la superficie del parásito.
 
El paludismo supone un reto interesante para la respuesta inmunitaria. Los anticuerpos protectores se dirigen hacia las proteínas de anclaje y otras proteínas de la superficie, pero éstas son diferentes en cada uno de los estados del desarrollo del parásito. Las respuestas TH1 y los CTL pueden ser importantes durante las fases hepáticas de la infección. En el eritrocito, el parásito se esconde del anticuerpo y los CTL no pueden reconocerlo, pero puede estimular las respuestas de linfocitos NK y linfocitos NKT. Las citocinas, especialmente el TNF-α, producidas por estas células promueven la protección pero también lesiones inmunopatogénicas. Los inmunocomplejos que contienen componentes palúdicos y restos celulares liberados de la lisis del eritrocito pueden obstruir los capilares pequeños y activar las reacciones de hipersensibilidad del tipo II (v. después) y promover el daño tisular inflamatorio.
 
Evasión de los mecanismos inmunitarios por los parásitos

Los parásitos de los animales han desarrollado unos mecanismos extraordinarios para establecer infecciones crónicas en el hospedador vertebrado (v. tabla 10-4). Estos mecanismos son el crecimiento intracelular, la inactivación de la acción lítica de los fagocitos, la liberación del antígeno bloqueante (p. ej., Trypanosoma brucei, Plasmodium falciparum) y el desarrollo de quistes (p. ej., protozoos: Entamoeba histolytica; helmintos: T. spiralis) para limitar el acceso de la respuesta inmunitaria. Los tripanosomas africanos pueden reordenar los genes de su antígeno superficial (glucoproteína superficial variable) y por tanto cambiar su apariencia antigénica. Los esquistosomas pueden cubrirse a sí mismos con antígenos del hospedador, entre ellos las moléculas del MHC.
 




Otras respuestas inmunitarias

Los linfocitos T intervienen principalmente en las respuestas antitumorales y en el rechazo de los trasplantes tisulares. Los linfocitos T citolíticos CD8 reconocen y destruyen tumores que expresan péptidos de proteínas embrionarias, proteínas mutadas u otras proteínas de moléculas del MHC de la clase I (vía endógena de presentación de péptidos). Las células tumorales pueden expresar de modo inapropiado estas proteínas y puede que las respuestas inmunitarias del hospedador no las toleren. Además, el tratamiento en el laboratorio con IL-2 genera linfocitos citolíticos activados por linfocina (LAK) y linfocitos NK que se dirigen contra las células tumorales, y los macrófagos activados por el IFN-γ («enfadados») también pueden distinguir y destruir las células tumorales.
 
El rechazo por el linfocito T de los aloinjertos empleados para los trasplantes tisulares está desencadenado por el reconocimiento de los péptidos extraños expresados por los antígenos extraños del MHC de la clase I. Además del rechazo por el hospedador del tejido trasplantado, las células del donante de una transfusión sanguínea o un trasplante tisular pueden reaccionar contra el nuevo hospedador en una respuesta de injerto contra hospedador. Una prueba de laboratorio de la activación y crecimiento de los linfocitos T en una respuesta de este tipo es la reacción de mezcla de linfocitos. La activación suele medirse en forma de síntesis de ADN.
 




Inmunopatogenia

Respuestas de hipersensibilidad


Una vez activada, la respuesta inmunitaria algunas veces es difícil de controlar y provoca daño tisular. Las reacciones de hipersensibilidad son responsables de muchos de los síntomas asociados a las infecciones microbianas, especialmente las infecciones víricas. Las reacciones de hipersensibilidad les ocurren a las personas que ya han establecido la inmunidad frente al antígeno. El mediador y la evolución temporal distinguen principalmente los cuatro tipos de respuestas de hipersensibilidad (tabla 10-5).

 

Tabla 10-5
 
Reacciones de hipersensibilidad
 



	Tipo de reacción 	Tiempo de comienzo 	Características clave 	Efectos beneficiosos 	Efectos patológicos 
 


	Tipo I 	<30 min 	Desencadenado por antígeno soluble, liberación de mediadores vasoactivos dependiente de IgE 	Respuestas antiparasitarias y neutralización de toxina 	Alergias localizadas (p. ej., fiebre del heno, asma)
Anafilaxia sistémica 
 
	Tipo II 	<8 h 	Anticuerpo unido a célula que promueve citotoxicidad mediada por C y CCDA 	Lisis directa y fagocitosis de bacterias extracelulares y otros microbios sensibles 	Destrucción de eritrocitos (p. ej., reacción transfusional, enfermedad Rh)
Daño tisular específico de órgano en algunas enfermedades autoinmunitarias (p. ej., síndrome de Goodpasture) 
 
	Tipo III 	<8 h 	Complejos antígeno-anticuerpo solubles activan el C 	Reacción inflamatoria aguda en lugar de microorganismos extracelulares y su eliminación 	Reacción de Arthus (localizada)
Enfermedad del suero y reacciones a fármacos (generalizada)
Enfermedades autoinmunitarias sistémicas 
 
	Tipo IV 	24-72 h (aguda) >1 semana (crónica) 	El antígeno soluble presentado a los linfocitos T CD4 por el MHC II lleva a la liberación de citocinas TH1 y la activación de los macrófagos y los linfocitos T citotóxicos 	Protección contra la infección por hongos, bacterias intracelulares y virus 	Aguda: dermatitis de contacto, prueba cutánea de la tuberculosis
Crónica: formación de granuloma, rechazo de injerto 
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CCDA, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos; MHC, complejo principal de histocompatibilidad; TH, (linfocito) T cooperador.



La hipersensibilidad del tipo I está provocada por la IgE y se asocia a las reacciones alérgicas, atópicas y anafilácticas (fig. 10-7). Las reacciones alérgicas mediadas por la IgE son reacciones de inicio rápido. La IgE se une a los receptores para el Fc en los mastocitos y convierte a la superficie celular en receptora para los antígenos (alérgenos). El entrecruzamiento de diversas moléculas de IgE en la superficie celular por un alérgeno (p. ej., polen) desencadena la desgranulación, lo que libera sustancias quimiotácticas (citocinas, leucotrienos) para atraer eosinófilos, neutrófilos y células mononucleares; activadores (histamina, factor activador de las plaquetas, triptasa, cininogenasa) para promover la vasodilatación y el edema; y espasmógenos (histamina, prostaglandina D2, leucotrienos) que afectan directamente al músculo liso bronquial y promueven la secreción de moco. La desensibilización (vacunas de la alergia) produce IgG que se une al alérgeno y evita que el alérgeno se una a la IgE. Después de 8 a 12 horas se produce una reacción tardía debida a la infiltración de los eosinófilos y los linfocitos T CD4 y al refuerzo citocínico de la inflamación.
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Figura 10-7 Hipersensibilidad del tipo I: reacciones atópicas y anafilácticas mediadas por la inmunoglobulina E (IgE). La IgE producida en respuesta al ataque inicial se fija a los receptores para la Fc situados en los mastocitos y los basófilos. El alérgeno fijado a la IgE de la superficie celular promueve la liberación de histamina y prostaglandinas de los gránulos que producen los síntomas. Son ejemplos la fiebre del heno, el asma, la alergia a la penicilina y la reacción a las picaduras de abeja. IL, interleucina; TH, (linfocito) T cooperador. 
 
 
 

La hipersensibilidad del tipo II está provocada por la fijación del anticuerpo a las moléculas de la superficie celular y la siguiente activación de las respuestas citolíticas por la vía clásica de la cascada del complemento o por mecanismos celulares (fig. 10-8). Estas reacciones ocurren tan sólo 8 horas después de un trasplante de tejido o de sangre o como parte de una enfermedad crónica. Algunos ejemplos de estas reacciones son la anemia hemolítica autoinmunitaria y el síndrome de Goodpasture (daño de la membrana basal del pulmón y el riñón). Otro ejemplo es la enfermedad hemolítica de los recién nacidos (niños azules), que está provocada por la reacción del anticuerpo materno generado durante la primera gestación contra los factores Rh de los eritrocitos fetales de un segundo lactante (incompatibilidad Rh). La activación del anticuerpo contra el receptor o la inhibición de las funciones efectoras también se consideran respuestas del tipo II. La miastenia grave se debe a anticuerpos contra los receptores de la acetilcolina en las neuronas, la enfermedad de Graves se produce por la estimulación por el anticuerpo del receptor para la tirotropina (TSH), mientras que algunas formas de diabetes pueden producirse porque los anticuerpos bloquean el receptor para la insulina.
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Figura 10-8 Hipersensibilidad del tipo II: mediada por anticuerpos y complemento. La activación del complemento promueve el daño celular directo a través de la cascada del complemento y la activación de las células efectoras. Son ejemplos el síndrome de Goodpasture, la respuesta al factor Rh en los recién nacidos y las endocrinopatías inmunitarias. CCDA, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos; Ig, inmunoglobulina. 
 
 
 

Las respuestas de hipersensibilidad del tipo III se producen por la activación del complemento por los inmunocomplejos (fig. 10-9). En presencia de una abundancia de antígeno soluble en el torrente sanguíneo, se forman complejos antígeno-anticuerpo grandes, que se quedan atrapados en los capilares (especialmente en el riñón) y entonces inician la cascada del complemento por la vía clásica. La activación de la cascada del complemento inicia las reacciones inflamatorias. Las enfermedades por inmunocomplejos pueden estar provocadas por infecciones persistentes (p. ej., hepatitis B, paludismo, endocarditis infecciosa estafilocócica), autoinmunidad (p. ej., artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico) o inhalación persistente del antígeno (p. ej., antígenos de mohos, plantas o mamíferos). Por ejemplo, la hepatitis B produce grandes cantidades de antígeno de superficie de la hepatitis B, que puede promover la formación de los inmunocomplejos que dan lugar a la glomerulonefritis. Pueden inducirse reacciones de hipersensibilidad del tipo III en personas sensibilizadas previamente mediante la inyección intradérmica de un antígeno para provocar la reacción de Arthus, una reacción cutánea caracterizada por eritema y edema. La enfermedad del suero, la alveolitis extrínseca alérgica (una reacción a la inhalación del antígeno micótico) y la glomerulonefritis se producen por reacciones de hipersensibilidad del tipo III.
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Figura 10-9 Hipersensibilidad del tipo III: depósito de inmunocomplejos. Los inmunocomplejos pueden quedar atrapados en el riñón y en cualquier parte del cuerpo, activar el complemento y provocar otras respuestas dañinas. Son ejemplos la enfermedad del suero, la nefritis asociada a la infección crónica por el virus de la hepatitis B y la reacción de Arthus. 
 
 
 

Las respuestas de hipersensibilidad del tipo IV son respuestas inflamatorias de hipersensibilidad de tipo retardado (HTR) mediadas por TH1 (fig. 10-10 y tabla 10-6). Generalmente se tarda de 24 a 48 horas en presentar el antígeno a los linfocitos T CD4 circulantes, para entonces moverse hasta el lugar y activar a los macrófagos para inducir la respuesta. Aunque es esencial para el control de las infecciones micóticas y las bacterias intracelulares (p. ej., micobacterias), la HTR también es responsable de la dermatitis de contacto (p. ej., cosméticos, níquel) y de la respuesta a la hiedra venenosa. La inyección intradérmica del antígeno de la tuberculina (derivado purificado proteínico) produce como respuesta un edema duro que alcanza su punto máximo a las 48 o 72 horas de la inyección y es indicativa de la exposición anterior a Mycobacterium tuberculosis (fig. 10-11). Los granulomas se forman en respuesta a la estimulación continua por el crecimiento intracelular de M. tuberculosis. Estas estructuras están formadas por células epitelioides creadas a partir de los macrófagos activados de forma crónica, células epitelioides fusionadas (células gigantes multinucleadas) rodeadas por linfocitos y fibrosis provocada por el depósito de colágeno procedente de los fibroblastos. Los granulomas restringen la propagación de M. tuberculosis siempre que los linfocitos T CD4 puedan proporcionar IFN-γ. La hipersensibilidad granulomatosa ocurre en la tuberculosis, la lepra, la esquistosomiasis, la sarcoidosis y la enfermedad de Crohn.
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Figura 10-10 Hipersensibilidad del tipo IV: hipersensibilidad de tipo retardado (HTR) mediada por linfocitos T CD4 (TH1). En este caso, las proteínas propias modificadas por sustancias químicas se procesan y presentan a los linfocitos T CD4, que liberan citocinas (entre ellas el interferón γ [IFN-γ]) que promueven la inflamación. Otros ejemplos de HTR son la respuesta a la tuberculina (prueba con derivado proteínico purificado) y la reacción a los metales, como el níquel. APC, célula presentadora de antígeno; TCR, receptor del linfocito T. 
 
 
 


Tabla 10-6
 
Características importantes de los cuatro tipos de reacciones de hipersensibilidad retardada
 



	Tipo 	Tiempo de la reacción 	Aspecto clínico 	Aspecto histológico 	Antígeno 
 


	Jones-Mote 	24 h 	Tumefacción cutánea 	Basófilos, linfocitos, células mononucleares 	Antígeno intradérmico: ovoalbúmina 
 
	Contacto 	48 h 	Eczema 	Células mononucleares, edema, epidermis elevada 	Epidérmico: níquel, goma, hiedra venenosa 
 
	Tuberculina 	48 h 	Induración local y tumefacción con o sin fiebre 	Células mononucleares, linfocitos y monocitos, macrófagos reducidos 	Dérmico: tuberculina, micobacterias y leishmanias 
 
	Granulomatosa 	4 semanas 	Induración cutánea 	Granuloma de células epitelioides, células gigantes, macrófagos, fibrosis con o sin necrosis 	Antígeno o complejos antígeno-anticuerpo persistentes en macrófagos o «no inmunitario» (p. ej., polvo de talco) 
  



[image: ]
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Figura 10-11 Respuestas de hipersensibilidad de contacto y a la tuberculina. Estas respuestas del tipo IV son celulares pero difieren en el sitio de la infiltración celular y en los síntomas. La hipersensibilidad de contacto se produce en la epidermis y da lugar a la formación de ampollas; la hipersensibilidad a la tuberculina ocurre en la dermis y se caracteriza por edema. 
 
 
 


Tormenta de citocinas

La septicemia; el síndrome de shock mediado por toxinas (p. ej., inducido por la toxina del síndrome del shock tóxico de Staphylococcus); algunas infecciones víricas, como el síndrome respiratorio agudo grave (SRAG) y la gripe; y la enfermedad de injerto contra hospedador inducen una potente estimulación de las respuestas innata e inmunitaria, lo que produce cantidades excesivas de citocinas que alteran la fisiología corporal. Las consecuencias son una alteración regulatoria multiorgánica, el exantema, la fiebre y el shock. Los superantígenos se unen a los TCR y a las moléculas del MHC II en las células presentadoras de antígenos para activar a más del 20% de los linfocitos T. Esto desencadena una liberación descontrolada de citocinas que producen los macrófagos y los linfocitos T hasta que los linfocitos T mueren por apoptosis. Las bacterias, las endotoxinas o los virus en la sangre pueden promover la producción de grandes cantidades de citocinas en la fase aguda e interferones del tipo 1 en las CD plasmacitoides, y ciertos virus son activadores muy potentes del interferón y de la producción de citocinas. Durante las tormentas de citocinas se producen grandes cantidades de TNF-α. El TNF-α puede promover procesos inflamatorios, como el incremento de la fuga vascular y la activación de los neutrófilos, que pueden ser beneficiosos a nivel local pero, a nivel sistémico, ocasionarán fiebre, tiritona, dolor, estimulación de las vías de la coagulación, elevación de las enzimas hepáticas, pérdida de apetito, aumento del metabolismo, pérdida de peso y posiblemente el shock.
 




Respuestas autoinmunitarias

Normalmente una persona se hace tolerante a sus propios antígenos durante el desarrollo de los linfocitos T y los linfocitos B y gracias a los linfocitos Treg. Sin embargo, la desregulación de la respuesta inmunitaria puede iniciarse por reactividad cruzada con antígenos microbianos (p. ej., la infección por estreptococos del grupo A, la fiebre reumática), la activación policlonal de los linfocitos inducida por tumores o infecciones (p. ej., el paludismo, la infección por el virus de Epstein-Barr), la producción excesiva de citocinas (p. ej., interferones del tipo 1 y lupus eritematoso sistémico) o una predisposición génica a la expresión de péptidos autoantigénicos (asociación al MHC) o la falta de tolerancia frente a antígenos específicos.
 
Las enfermedades autoinmunitarias se producen por la presencia de autoanticuerpos, de linfocitos T activados y de reacciones de hipersensibilidad. Las personas con ciertos antígenos del MHC tienen un riesgo mayor de sufrir respuestas autoinmunitarias (p. ej., HLA-B27: artritis reumatoide juvenil, espondilitis anquilosante). Una vez iniciadas, se establece un ciclo entre las células presentadoras de antígenos y los linfocitos T, que producen citocinas para promover la inflamación y el daño tisular y más antígenos propios. Las respuestas TH17 son responsables de la artritis reumatoide y otras enfermedades.
 



Inmunodeficiencia

La inmunodeficiencia puede producirse por deficiencias génicas, inanición, inmunodepresión inducida por fármacos (p. ej., tratamientos con esteroides, quimioterapia oncológica, supresión quimioterapéutica del rechazo de un injerto tisular), cáncer (especialmente de células inmunitarias) o enfermedades (p. ej., SIDA) y ocurre de forma natural en los recién nacidos y en las mujeres embarazadas. Las deficiencias en las respuestas protectoras específicas ponen al paciente en riesgo alto de sufrir una enfermedad grave provocada por microorganismos infecciosos que deberían controlarse con esa respuesta (tabla 10-7). Estos «experimentos naturales» ilustran la importancia de las respuestas específicas en el control de las infecciones específicas.
 

Tabla 10-7
 
Infecciones asociadas a defectos de las respuestas inmunitarias
 


	Defecto 	Microorganismo patógeno 
 


	Inducción por medios físicos (p. ej., quemaduras, traumatismos) 	
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus pyogenes
Género Aspergillus
Género Candida
 
 
	Esplenectomía 	Bacterias encapsuladas y hongos 
 
	Defectos de granulocito y monocito en movimiento, fagocitosis o actividad citolítica o reducción del número de células (neutropenia) 	
S. aureus
S. pyogenes
Haemophilus influenzae
Bacilos gramnegativos
Escherichia coli
Género Klebsiella
P. aeruginosa
Género Nocardia
Género Aspergillus
Género Candida
 
 
	Componentes individuales del sistema del complemento 	
S. aureus
Streptococcus pneumoniae
Género Pseudomonas
Género Proteus
Género Neisseria
 
 
	Linfocitos T 	Citomegalovirus
Virus del herpes simple
Virus del herpes zóster
Virus herpes humano 8
Listeria monocytogenes
Género Mycobacterium
Género Nocardia
Género Aspergillus
Género Candida
Cryptococcus neoformans
Histoplasma capsulatum
Pneumocystis jirovecii
Strongyloides stercoralis
 
 
	Linfocitos B 	Enterovirus
S. aureus
Género Streptococcus
H. influenzae
Neisseria meningitidis
E. coli
Giardia lamblia
P. jirovecii
 
 
	Inmunodeficiencia combinada 	Véanse los microorganismos patógenos presentados en defectos de linfocitos T y B 
  



Inmunodepresión

El tratamiento inmunodepresor es importante para reducir las respuestas inflamatorias o inmunitarias excesivas o para evitar el rechazo de los trasplantes tisulares en los linfocitos T. El tratamiento aborda los síntomas, el activador o el mediador de la respuesta. El ácido acetilsalicílico y los fármacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) se dirigen contra la ciclooxigenasa que genera las prostaglandinas inflamatorias (p. ej., PGD2) y el dolor. Otros tratamientos antiinflamatorios se dirigen contra la producción y la acción del TNF-α, la IL-12 y la IL-1. Los corticoides evitan su producción por los macrófagos y pueden ser tóxicos para los linfocitos T. Las formas solubles del receptor para el TNF-α y el anticuerpo contra el TNF-α pueden usarse para bloquear la unión del TNF-α a su ligando y evitar su acción. Los anticuerpos contra otras citocinas, las proteínas de adhesión en los linfocitos T o las células presentadoras de antígenos y los antagonistas del CD28 pueden bloquear la activación del linfocito T de las respuestas inflamatorias, contra el tejido injertado y otros tipos de respuestas. El tratamiento inmunodepresor para los trasplantes inhibe generalmente la acción o provoca la lisis de los linfocitos T. La ciclosporina, el tacrolimús (FK-506) y la rapamicina evitan la activación de los linfocitos T (v. fig. 9-5). Los anticuerpos contra el ligando del CD40 y la IL-2 evitan la activación de los linfocitos T, mientras que el anti-CD3 promueve la lisis de los linfocitos T para suprimir las respuestas del linfocito T. Los tratamientos contra el TNF-α incrementan el riesgo de enfermedad por M. tuberculosis y los anticuerpos contra la molécula de adhesión celular integrina α4 incrementan el riesgo de reactivar la enfermedad por el virus JC (leucoencefalopatía multifocal progresiva).
 

Deficiencias hereditarias del complemento e infección microbiana

Las deficiencias hereditarias de C1q, C1r, C1s, C4 y C2 se asocian a defectos en la activación de la vía clásica del complemento que llevan a una mayor predisposición a las infecciones por estafilococos y estreptococos piógenos (que producen pus) (fig. 10-12). Los linfocitos T γ/δ no controlan a estas bacterias. Una deficiencia de C3 da lugar a un defecto en la activación de las vías clásica y alternativa, lo que también produce una incidencia mayor de infecciones piógenas. Los defectos de la properdina afectan a la activación de la vía alternativa, lo que también origina un incremento de la predisposición a las infecciones piógenas. Finalmente, las deficiencias de C5 a C9 se asocian a una destrucción celular defectuosa, lo que incrementa la predisposición a las infecciones diseminadas por especies de Neisseria.
 

[image: image]  

Figura 10-12 Consecuencias de las deficiencias en las vías del complemento. El factor B se une al C3b en las superficies celulares y la serina-proteasa D del plasma escinde y activa a B-C3b como parte de la vía alternativa. Los factores FI y FH limitan la activación inapropiada del complemento. El FH se une al C3b y evita su activación y es un cofactor para el FI. El FI es una serina-proteasa que escinde el C3b y el C4b. LES, lupus eritematoso sistémico. 
 
 
 


Defectos en la acción fagocítica

Las personas con fagocitos defectuosos son más propensas a las infecciones bacterianas pero no a las infecciones por virus o protozoos (fig. 10-13). La relevancia clínica de la destrucción dependiente del oxígeno se demuestra en la enfermedad granulomatosa crónica de los niños que no tienen enzimas, como la NADPH-oxidasa, para producir aniones superóxido. Aunque la fagocitosis es normal, estos niños tienen alterada su capacidad de oxidar el NADPH y destruir las bacterias a través de la vía oxidativa. En pacientes con el síndrome de Chédiak-Higashi, los gránulos de los neutrófilos se fusionan cuando las células son inmaduras en la médula ósea. Así, los neutrófilos de estos pacientes pueden fagocitar a las bacterias pero su capacidad para destruirlas ha disminuido en gran medida. Se forman granulomas alrededor del fagocito infectado para controlar la infección. Las personas asplénicas tienen riesgo de infección por microorganismos encapsulados porque les falta el mecanismo de filtración de los macrófagos del bazo. En la figura 10-13 se muestran otras deficiencias.

 

[image: image]  

Figura 10-13 Consecuencias de la disfunción de los fagocitos. G6PD, glucosa-6-fosfato-deshidrogeansa; LAD-1, deficiencia de adhesión del leucocito 1. 
 
 
 


Deficiencias en las respuestas inmunitarias específicas frente a antígenos

Las personas que carecen de la función del linfocito T son propensas a las infecciones oportunistas por 1) virus, especialmente los virus con envoltura y no citolíticos y las recurrencias de virus que determinan infecciones latentes; 2) bacterias extracelulares; 3) hongos; y 4) algunos parásitos. Las deficiencias de linfocitos T también pueden evitar la maduración de las respuestas del linfocito B frente al anticuerpo. Las deficiencias del linfocito T pueden originarse por trastornos génicos (p. ej., síndrome de inmunodeficiencia ligado al cromosoma X, enfermedad de Duncan, síndrome de DiGeorge) (tabla 10-8), una infección (p. ej., VIH y SIDA), quimioterapia oncológica o tratamiento inmunosupresor para trasplantes tisulares.
 

Tabla 10-8
 
Inmunodeficiencias de linfocitos
 



	Trastorno 	N.° de linfocitos T 	Función de linfocitos T 	N.° de linfocitos B 	Anticuerpos séricos 	Incidencia*
 
 


	ALX, síndrome de Bruton 	[image: ] 	[image: ] 	↓↓ 	↓ 	Infrecuente 
 
	Deficiencia de RAG1 o RAG2 	↓↓ 	↓↓ 	↓↓ 	Ninguno 	Infrecuente 
 
	IDCG-X 	↓↓ 	↓ 	[image: ] 	↓ 	Infrecuente 
 
	LPX, síndrome de Duncan 	[image: ] 	↓ 	[image: ] 	
[image: ] o ↓ 	Infrecuente 
 
	Hiper-IgM ligado al X (mutación de CD40L) 	[image: ] 	↓ 	[image: ] 	IgM↑↑ No IgG, IgE ni IgA 	Infrecuente 
 
	Síndrome de Wiskott-Aldrich 	[image: ] 	↓ 	[image: ] 	↓ 	Infrecuente 
 
	IDCG: deficiencia de ADA o PNP 	↓↓ 	↓↓ 	↓ 	↓ 	Muy infrecuente 
 
	Deficiencia de HLA 	↓ 	↓ 	[image: ] 	Mala respuesta a Ag 	Muy infrecuente 
 
	Ataxia telangiectasia 	↓ 	↓ 	[image: ] 	IgE↓, IgA↓, IgG2↓ 	Poco frecuente 
 
	Síndrome de DiGeorge 	↓↓ 	↓ 	[image: ] 	IgG↓, IgE↓, IgA↓ 	Muy infrecuente 
 
	Deficiencia de IgA 	[image: ] 	[image: ] 	[image: ] 	IgA↓ 	Frecuente 
  



[image: ]
 

[image: ], normal; ↑, aumentado; ↓, reducido o defectuoso; ADA, adenosina-desaminasa; Ag, antígeno; ALX, agammaglobulinemia ligada al X; HLA, antígeno leucocítico humano; IDCG-X, inmunodeficiencia combinada grave ligada al X; Ig, inmunoglobulina; LPX, (síndrome) linfoproliferativo ligado al X; PNP, nucleósido purina-fosforilasa; RAG, gen activador de la recombinación.

* Incidencia aproximada: muy infrecuente = < 10−6; infrecuente = 10−5 a 10−6; frecuente = 10−2 a 10−3.
 
Modificada de Brostoff J, Male DK: Clinical immunology: an illustrated outline, St. Louis, 1994, Mosby.
 

La respuesta de linfocitos T de los recién nacidos es deficiente pero se complementa con la IgG materna. Las respuestas TH1 insuficientes y el déficit de IFN-γ hacen que tengan un riesgo alto de infecciones por virus herpes. De igual forma, las respuestas inflamatorias e inmunitarias celulares menos pronunciadas de los niños disminuyen la gravedad (en comparación con los adultos) del herpes (p. ej., mononucleosis infecciosa, varicela) y de las infecciones por el virus de la hepatitis B, pero también incrementan la posibilidad de establecer una infección crónica por el virus de la hepatitis B debido a su resolución incompleta. El embarazo también induce medidas inmunodepresoras para evitar el rechazo del feto (un tejido extraño).
 
Las deficiencias del linfocito B pueden dar lugar a que no se produzcan anticuerpos (hipogammaglobulinemia), que no se produzca el cambio de clase o no puedan producirse subclases específicas de anticuerpos. Las personas con deficiencias en la producción de anticuerpos son muy propensas a las infecciones bacterianas. La deficiencia de IgA, que ocurre en 1 de 700 personas de raza blanca, da lugar a una propensión mayor a las infecciones respiratorias.

 









Preguntas


1. Describa los tipos de respuestas inmunitarias que generarían los diferentes tipos de vacunas. Considere la vía de procesamiento y presentación de los antígenos y las células y citocinas implicadas en cada respuesta.

a. Toxoide tetánico: inyección intramuscular de la proteína toxina tetánica inactivada con calor y fijada con formol

b. Vacuna contra la poliomielitis inactivada: inyección intramuscular del virus de la poliomielitis inactivado por medios químicos incapaz de replicarse

c. Vacuna contra el virus del sarampión vivo atenuado: inyección intramuscular del virus que se replica en las células y expresa el antígeno en las células y en las superficies celulares
 
2. Reproduzca (p. ej., escriba en otro papel) la siguiente tabla y rellene las columnas adecuadas:




	Enfermedad por inmunodeficiencia 	Defecto inmunitario 	Propensión a infecciones específicas 
 


	Síndrome de Chédiak-Higashi 	 	 
 
	Enfermedad granulomatosa crónica 	 	 
 
	Déficit del complemento C5 	 	 
 
	Déficit del complemento C3 	 	 
 
	Déficit del complemento C1 	 	 
 
	Déficit del complemento C6, C7, C8 o C9 	 	 
 
	Deficiencia de IgA 	 	 
 
	Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X 	 	 
 
	Déficit de linfocitos T ligado al cromosoma X 	 	 
 
	SIDA 	 	 
 
	Síndrome de DiGeorge 	 	 
  




Respuestas

1 

a. Se generará una respuesta TH2, que es predominantemente una respuesta de anticuerpos, con la inyección intravenosa rápida de la proteína toxoide tetánico presentada de forma «antinatural». El linfocito llevará el antígeno a los ganglios linfáticos, donde las CD presentarán la proteína a los linfocitos T CD4. Los linfocitos T CD4 formarán IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 y presentarán el antígeno a los linfocitos B para promover el cambio de clase a la producción de anticuerpo relacionada con TH2. La memoria no será eficiente.

b. La vacuna contra la poliomielitis inactivada dará lugar a una respuesta similar a la de la vacuna del toxoide tetánico.

c. Al principio se generará una respuesta TH1 frente a las células infectadas por el virus atenuado, que progresará de forma natural a respuestas TH2 y memoria. El virus del sarampión activará respuestas del IFN-α, seguidas de respuestas de linfocitos NK y de linfocitos NKT. Los linfocitos NK y los linfocitos NKT producirán pequeñas cantidades de IFN-γ. Las CD se activarán, procesarán las proteínas del virus del sarampión y presentarán el antígeno a los linfocitos T CD4 y CD8 mientras producen IL-12 para promover la generación de más IFN-γ en esos linfocitos T. La producción de IL-2 por los linfocitos T CD4 promoverá el crecimiento de los linfocitos T y los linfocitos B, entre ellos los linfocitos T CD8. El IFN-γ también promoverá un cambio de clase en los linfocitos B de la producción de IgM a IgG. Más adelante, la respuesta incluirá una respuesta TH2 con la maduración de la respuesta IgG. A largo plazo también se producirán células memoria.
 
2 




	Enfermedad por inmunodeficiencia 	Defecto inmunitario 	Propensión a infecciones específicas 
 


	Síndrome de Chédiak-Higashi 	Alteración en la liberación del contenido de los lisosomas al fagosoma, destrucción retardada de las bacterias fagocitadas 	Infecciones piógenas (Staphylococcus y Streptococcus) 
 
	Enfermedad granulomatosa crónica 	Incapacidad para generar peróxido de hidrógeno que destruya las bacterias fagocitadas 	Infecciones recidivantes por bacterias gramnegativas y grampositivas, especialmente S. aureus y P. aeruginosa
 
 
	Déficit del complemento C5 	Disminución de la quimiotaxis y destrucción bacteriana 	Infecciones bacterianas 
 
	Déficit del complemento C3 	Inhibición de la cascada del complemento. C3 es el punto central de las vías clásica y de la properdina 	
Staphylococcus, Streptococcus y otras infecciones por grampositivos 
 
	Déficit del complemento C1 	Inhibición de la vía clásica 	Infecciones bacterianas 
 
	Déficit del complemento C6, C7, C8 o C9 	Incapacidad para formar el complejo de ataque de la membrana 	Infecciones por Neisseria
 
 
	Deficiencia de IgA 	Linfocito B defectuoso; producción insuficiente de citocinas; mutación en cadenas J o secretorias 	Infecciones respiratorias y digestivas 
 
	Agammaglobulinemia ligada al cromosoma X 	Déficit de CD40 (trastorno del linfocito T cooperador); maduración defectuosa del prelinfocito B 	Infecciones bacterianas y de otro tipo. No puede realizar el cambio de clase de inmunoglobulina 
 
	Déficit de linfocitos T ligado al cromosoma X 	Receptor defectuoso compartido por las citocinas IL-2, IL-7, IL-4, IL-9, IL-15 o de las señales enviadas por el receptor 	Bacterias intracelulares, virus (especialmente herpes, JC), hongos. No pueden realizar el cambio de clase de inmunoglobulina 
 
	SIDA 	El VIH destruye al linfocito T CD4 	Bacterias intracelulares, virus (especialmente herpes, JC), hongos y algunos parásitos 
 
	Síndrome de DiGeorge 	Maduración del linfocito T 	Bacterias intracelulares, virus (especialmente herpes, JC), hongos. No pueden realizar el cambio de clase de inmunoglobulina 
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