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PrROLOGO

Este libro sobre la inmunologia, escrito de manera magistral, describe como
esta ciencia estudia las defensas de un organismo vivo cuando se enfrenta a un
agente agresor. La presente obra es un compendio del proceso de proteccion que
realiza el ser humano. El recorrido parte de su contexto historico y sigue por
cada uno de los componentes organicos, celulares y proteicos necesarios para la
comprension del funcionamiento del sistema inmune innato y adaptativo.

Este libro esta disenado para quienes se encuentran realizando estudios en
cualquier area de la salud, pues cada tematica se presenta de manera sencilla y
clara, alcanzando conocimientos que permean la profundizacion sobre la accion
del sistema inmune en diversas areas como la microbiologia, la bacteriologia, la
medicina, entre otras disciplinas.

Ademas del contexto tedrico del funcionamiento del sistema inmune, se
encuentra un capitulo sobre diversas técnicas con fundamento inmunolégico, las
cuales constituyen un valioso aporte para el desarrollo de pruebas diagndsticas
y de investigacion basadas en la determinacion de antigenos o anticuerpos.

Por ultimo, el desarrollo de este libro ha permitido plasmar conocimientos
adquiridos por la experiencia como docente e investigadora en el area de inmuno-
logia, y poderlos ofrecer durante décadas a estudiantes del programa de Bacterio-
logia y Laboratorio Clinico de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.






CariTtuLo 1
GENERALIDADES

La inmunologia es una rama amplia de las ciencias biomédicas y de la medicina
que se ocupa del estudio del sistema inmunitario (humano y animal), analiza
los mecanismos de proteccion que poseen los organismos vivos en contra de
agresores 0 antigenos, como son los microorganismos (bacterias, parasitos, virus,
hongos) y moléculas (proteinas, toxinas), las cuales se comportan como agentes
extrafios causantes de patologias infecciosas, contra los cuales los 6rganos, células
y proteinas del huésped actuan de manera coordinada para lograr la eliminacion
de estos antigenos, dando como resultado una respuesta inmune.

L1 HISTORIA DE LA INMUNOLOGIA

Del concepto inmunidad o defensa contra las infecciones se habla desde épocas
muy remotas. La disciplina de la inmunologia surgi6 cuando se observo que los
individuos recuperados de ciertos trastornos infecciosos quedaban protegidos
frente a una posible segunda infeccion. Se sabe que la viruela causaba muchas
muertes en una poblacion, para combatir esta amenaza, en China en el afio
1.000 a. C., se realizaron los primeros procesos de variolizacién que consistia
en pulverizar costras que provenian de pacientes con viruela para inocular por
via nasal en jovenes, logrando una inmunidad en los que lograban sobrevivir a
este proceso (figura 1.1).

El historiador Tucidides cuenta que durante la guerra del Peloponeso en la
antigua Grecia —entre el 431 a. C y el 404 a. C.— se refiere una plaga en Atenas
en la que solo los que se habian recuperado de ella podian cuidar a los enfermos
porque no contraian el padecimiento por segunda vez. Cosme y Damidn de
Arabia, en el siglo IV realizaron un trasplante “exitoso” de una pierna a un
paciente enfermo, convirti€éndose en uno de los primeros reportes de transferencia
de tejidos en humanos.
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Figura 1.1. Proceso de variolizacion: implementado por Edward Jenner

Nota. Tomada de cdn.britanica.com Creative Commons CC 3.0

La presencia de epidemias como consecuencia del crecimiento del imperio
Bizantino sucedi6 en los afios 541 a 543 d. C en el Imperio romano, cuando
la propagacion de una enfermedad proveniente de Africa causé la plaga de
Justiniano que producia en los enfermos pustulas, fiebre y ganglios linfaticos
inflamados, su contagio se daba en sitios de mayor afluencia de personas, como
las iglesias y mercados, pero el mayor problema eran los cadaveres insepultos que
causaron una pandemia propagada por las ratas, no obstante, algunas personas
lograban recuperarse luego de padecer la enfermedad.

Volviendo a La técnica de variolizacion, esta fue dada a conocer cuando en
la provincia surefia de Sicuani, en China, el hijo mayor del soberano Wang Dan
(957 21017 d. C) muri6 de viruela, desesperados por esta enfermedad, se realizd
la vacunacion con el polvo de las costras de viruela mas leve proveniente de nifios
infectados, macerado que fue pulverizado y conservado en frascos fechados para
la inoculacion nasal de una cepa tal vez atenuada.

Ibn Sindo Avicena, médico persa, en 980 d. C. propuso que la causa de algunas
enfermedades eran pequefias semillas hoy conocidas como gérmenes. Por otra
parte, la peste negra introducida en Europa entre 1347 y 1353 logro eliminar 25
millones de personas y hoy se sabe que el agente causal fue la Yersinia pestis,
la cual fue transmitida por la picadura de la pulga que estaba en las telas. A
consecuencia de esto quemaban toda la ropa de los que padecian la enfermedad,
introduciendo el concepto de contagio.

En 1520, el capitan Panfilo de Narvéez lleg6 al puerto de Veracruz en México,
desembarco esclavos y uno de ellos transmitio la viruela, introduciendo esta enfer-
medad en el continente americano causando la muerte de mucha poblacion azteca
que no tenia defensas contra este virus, a diferencia de los conquistadores espafoles.
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Lady Mary Montagu (figura 1.2), padecio la viruela y de regreso del Imperio
turco a Inglaterra en 1716, inici6 la practica de la inoculaciéon como profilaxis
contra la viruela inoculando a sus propios hijos, pero esta practica no fue acogida
en su medio social. Este procedimiento se generalizd en 1721 después de la
epidemia que llegdé a América Central y del Norte.

Figura 1.2. Lady Mary Montagu (1689-17-62) fue la primera persona en intentar
difundir la inoculacion en Europa para evitar el contagio de la viruela

Nota. Tomada de Charles Jervas Wikimedia Commons CCO 1.

Desde 1771 Edward Jenner (figura 1.3), a quien se le reconoce como el
iniciador de la ciencia de la inmunologia, identificé una variante leve de la viruela
que se daba en las vacas, notd que la poblacion ordefiadora no padecia la viruela
de forma mortal, esta observacion lo llevo a extraer material de una pustula de la
mano de una ordefiadora llamada Sarah Nelmes quien se contagio de la viruela
bovina. Este material purulento se lo inocul6 a un nifio sano de 8 afios (James
Phipps), el cual present6 sintomas leves hacia el séptimo y noveno dia y desarrollo
una vesicula en el sitio de inoculacion, la cual desaparecio posteriormente. Luego
inocul¢ al nifio con la viruela y el nifio no enfermo. Jenner informé este logro
a la Royal Society de Londres, pero su reporte fue rechazado. No obstante, la
préctica de la vacunacion fue difundida debido a la gravedad de la enfermedad.
Cinco anos después, en 1805, por orden del Rey Carlos I'V de Espatia, se realizd
una expedicion en México para vacunar a la poblacion, asi, el Virrey José de
Iturrigaray y sus hijos iniciaron la vacunacion en la Nueva Espafia. El audaz
experimento de Edward Jenner fue exitoso pues para 1801 ya se habian vacunado
mas de 100.000 personas, sin embargo tomo casi dos siglos que la vacunacion
contra la viruela se realizara en todo el mundo.
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Figura 1.3. Edward Jenner (1749-1823). Cirujano que inoculo a un nivio de ocho
anos con material obtenido de una llaga de viruela bovina

Nota. Tomada de Library London CC BY 4.0

Louis Pasteur, quimico francés, en el decenio 1880-1889, refutd la teoria de
la generacion espontanea a traveés del procesos de pasteurizacion y determinéd
los mecanismos de transmision de la colera aviar mediante un experimento
infectando a unos pollos con una bacteria denominada Pasteurella multocida.
Para esta tarea encargd a su ayudante Chamberland, pero ambos estaban de
vacaciones y al ayudante se le olvid6 realizar la inoculacion. Al cabo de un mes
regresaron, los pollos estaban intactos y las bacterias estaban integras donde las
dejaron, pero debilitadas. El ayudante las iba a desechar y Pasteur lo detuvo,
inoculo los pollos con esa bacteria debilitada y los animales no murieron.

Pasteur trat6 de repetir este experimento con un cultivo nuevo que al inyectar
sobre los pollos los mataria, no obstante, su abastecimiento de pollos era limitado
y tuvo que usar los mismos pollos ya inoculados. Con esto Pasteur concluyo
que una version débil del agente causal de la enfermedad podria desarrollar
inmunidad. Para confirmar esto, expuso a los pollos al colera y sobrevivieron,
concluyd que hubo respuesta inmune y a este proceso lo llamo6 “vacunacion® en
honor a Edward Jenner quien introdujo las primeras dos vacunas con patégenos
atenuados. Pasteur aun desconocia el funcionamiento de la vacuna, entonces
vacund ovejas con el bacilo del carbunco (Bacillus anthracis) atenuado con calor.
En este experimento solo las ovejas vacunadas vivieron. En 1885, Pasteur vacun6
por primera vez a un humano, Joseph Meister, un nifio que habia sido mordido
por un perro con rabia. Pasteur le administré virus de la rabia con lo que evitd
el progreso de la enfermedad. Joseph crecié y se convirtio en el custodio del
Instituto Pasteur (figura 1.4).
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Figura 1.4. Luis Pasteur (1822-1895) quimico que desarrollo la pasteurizacion,
la teoria germinal de las enfermedades infecciosas mediante la transmision de
microorganismos y el desarrollo de vacunas

Nota. Tomado de upload.wikimedia.org CC 4.0

El concepto de inmunidad innata se conocié por los trabajos realizados
en 1884 por Elie Metchnikoff, microbidlogo ruso quien expuso la teoria de la
fagocitosis en la respuesta inmune no especifica. La idea surgié al observar
una célula ameboide —conocida hoy como macrofago— que migraba hacia una
espina que tenia un estrella de mar, concluyo que en la respuesta inmune se dan
batallas para lograr sobrevivir e impulso el conocimiento de la hoy denominada
inmunidad innata (figura 1.5).

Robert Koch, padre de la bacteriologia, demostré que las enfermedades
infecciosas son causadas por microorganismos especificos, en 1870 descubrio
un bacilo causante del antrax y en 1882 el microorganismo que produce
la tuberculosis. Emil Von Behring y Shibasaburo Kitasato en 1890-1899
descubrieron la antitoxina del tétanos mediante el experimento de inyectar el
suero sanguineo de un animal afectado por el tétanos a otro, el procedimiento
genera inmunidad a la enfermedad en el segundo, lo que los hizo pensar que
habia alguna sustancia en la sangre (antitoxina) que era capaz de controlar la
infeccion causada por las bacterias.
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Figura 1.5. Elie Metchnikoff (1845-1916). Médico ruso que trabajo en el laboratorio
de Pasteur investigando los procesos de fagocitosis de bacterias

Nota. Tomada de: Bain News Service Wikimedia Coomons.

Paul Erlich (figura 1.6) descubrio la base quimica que da a la respuesta
inmune la especificidad contra el patogeno mediante los receptores externos de
las células, que interactian especificamente con determinados grupos quimicos
de la toxina con el fin de contrarrestar la enfermedad, si estas células sobreviven
a la interaccion, se produce un excedente de moléculas que son liberadas por
la célula sanguinea en forma de antitoxina circulante, es decir los anticuerpos.

Figura 1.6. Paul Evlich (1854-1915). Médico y bacteriologo quien realizo grandes
aportes a la inmunologia, la quimioterapia y la seroterapia

Nota. Tomada de Wikimedia Commons CC 4.0
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Hacia 1899, Jules Bordet (figura 1.7) descubri6 el agente causal de la tosferina
la Bordetella pertusis y produjo una vacuna contra esta enfermedad, ademas,
hallo la capacidad bactericida del suero por parte una molécula termoestable,
los anticuerpos y una termolabil, el sistema de complemento. Asi que los
conocimientos dominantes eran de la denominada Inmunidad humoral: moléculas
solubles, los humores del organismo.

Figura 1.7. Jules Bordet: (1870-1961) médico destacado por estudios en inmunologia
especialmente en el sistema de complemento

Nota. Tomado de https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ed/Jules_
Bordet_nobel.jpg

Charles Richet introdujo el término anafilaxia que significa hipersensibilidad
desarrollada por un organismo después de recibir una inyeccion parenteral de una
toxina. En 1902 realiz6 experimentos en perros con una toxina de las medusas.
Uno de los animales fue inoculado con una pequefia dosis y desarroll6 sintomas
como urticaria, somnolencia y descenso de la temperatura. Un mes después se le
inyectd la misma dosis y el perro enfermo gravemente, a los 25 minutos murio,
como resultado de este experimento surgio el término anafilaxia o anafilaxis.

Diferentes cientificos probaron durante la década siguiente, que un
componente activo del suero inmune podia neutralizar y precipitar toxinas y
aglutinar bacterias. Este componente activo recibié nombres como antitoxina,
precipitina y aglutinina. En 1930 Elvin Kabat demostr6 que la fraccion de suero
gamma (inmunoglobulinas) era la que generaba todas estas actividades. Las
moléculas activas de esta fraccion se llamaron anticuerpos.
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Karl Landsteiner observd que al mezclar la sangre de dos personas habia
ocasiones en que los globulos rojos se aglutinaban formando grumos visibles;
el cientifico encontro tres tipos distintos de globulos rojos denominados A, By
O, que daban lugar a reacciones de aglutinacion.

Por su parte, Peter Medawar en 1949 desarrollo el concepto de tolerancia
inmunologica al investigar sobre los trasplantes de piel durante la Segunda
Guerra Mundial, mas adelante, en 1953, investigd cémo el feto no desencadena
las defensas de la madre y esta tolerancia solo se da en la gestacion.

Frank Macfarlane Burnet, estimuld un linfocito en sus receptores el cual
después de reconocer el estimulo caus6 proliferacion y diferenciacion de estas
células con las mismas caracteristicas de reconocimientos de los linfocitos
originales.

George Snell descubri6 factores genéticos que participan en los reconocimientos
de los tejidos trasplantados entre individuos de una misma especie y que el éxito
de este proceso dependia de las moléculas proteicas de la superficie celular que
tienen estructuras diferentes entre los individuos y los denomind genes del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

En 1983, Luc Montagnier, virdlogo francés, descubrio el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), antes denominado virus asociado a linfo-
adenopatia (LAV), y en 1984 Robert Gallo confirmo que este virus es causante
del SIDA y fue el grupo de investigacion que logro el primer aislamiento.

Podemos constatar entonces que la inmunologia es una ciencia dinamicay en
constante actualizacion. Gracias a cada descubrimiento y a la tecnologia de punta,
se han podido dilucidar los componentes celulares, proteicos y moleculares, la
funcion de cada uno de ellos dentro del sistema inmune y la interrelacion entre
sus componentes. La tabla 1.1 ilustra el desarrollo historico de la inmunologia.

Tabla 1.1. Linea del tiempo en la inmunologia. Descubrimientos que impactaron el
desarrollo de la inmunologia

Afio Autor Descubrimiento
1798 Edward Jenner Vacunacion con virus de viruela bovina
1862 Erns Haecckel Reconocimiento de la fagocitosis
1879 Louis Pasteur Vacuna atenuada contra colera aviar
1883 Elie Metchnikoff Teoria celular de la vacunacion, fagocitosis

1885 Louis Pasteur Vacuna contra la rabia
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1888 Pierre Roux y Alexandre Toxinas bacterianas
Yersin
1894 Jules Bordet Anticuerpos y complemento en lisis bacteriana
1902 Paul Porter y Charles Richet ~ Anafilaxia
1907 Svante Arrhenius Introduccioén a la inmunoquimica
1910 Peyton Rous Teoria de la inmunidad viral
1917 Karl Landsteiner Haptenos
1934-8  John Marrack Hipdtesis de la union antigeno-anticuerpo
1941 Albert Coons Técnica de Inmunofluorescencia
1942 Jules Freund y Caterine Adyuvantes
McDermott
1942 Karl Landsteiner y Merill Chase  Transferencia de células en cobayos para sensi-
bilidad por anafilaxis
1948 Astrid Fagraeus Demostracion de produccion de anticuerpos por
células plasmaticas B
1949 McFarlane Burnet y Frank Hipotesis de la tolerancia inmunologica
Fenner
1950 Richard Gherson y K. Kondo C¢lulas T supresoras
1953 Rupert Billingham, Leslie Experimentos de tolerancia inmunologica
Brent, Peter Medawar, Milan
Hasek
1955-9  Niels Jerne, David Talmage,  Teoria de la seleccion clonal
Macfarlane Burnet
1957 Alick Isaacs y Jean Lindemann Interferon
1961-2  Jaques Millar et al. Participacion del timo en la inmunidad celular
1961-2  Noel Warner et al. Distincion entre la respuesta inmune celular y
humoral
1964-8  Anthony Davis et al. Cooperacion entre los linfocitos T y B en la
respuesta inmune
1965 Thomas Tomasi et al. Inmunoglobulinas secretoras
1967 Kimishige Ishizaka ef al. IgE como anticuerpo en la anafilaxia
1975 Kholer y Milstein Anticuerpos monoclonales
1975 Kiessling Identificacion de las células NK
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1980 Baruj Benacerraf, Jean Dauss- Estructuras genéticas de la superficie celular que
et, George Davis Snell regula reacciones inmunoldgicas
1980 Reinherz Define marcadores para diferenciar LT y LB
1984 Organizaciéon Mundial de la Establece la nomenclatura oficial para definir
Salud las subpoblaciones de linfocitos (Cluster of
Differentiation CD)
1986 Mosmann y Coffman Identificacion de las subpoblaciones de los LT
CD4+, Thl y Th2
1987 Susumu Tonegawa Mecanismo genético que produce la diversidad
de anticuerpos
1996 Hoffman y Lemaitre Mutacion en Toll en el desarrollo de la mosca
Drosophila megalonaster
1997 Medzhitov y Janeway TLR-4
1997 Stanley B. Prusiner Prion como particula infecciosa
2001 Sidney Brener Muerte celular programada
2007 Mario R. Capechi Células madre y manipulacion genética
2011 Bruce Beutler, Jules Hoffman, Aportes en inmunologia y vacunas
Ralph M. Steinman
2016 Yoshinori Ohsumi Mecanismos de autofagia
2017 Tasuku Honjo, James P. Allison Papel del sistema inmune en la regulacion del
cancer
2018 James P. Allison y Tasuku Terapia del cancer mediante la inhibicion de la
Hongo regulacion inmunologica negativa
2019 William Kaerlin, Gregg Semen- Adaptacion de las células a la disponibilidad de
za, Peter Ratcliffe oxigeno
2020 Harvey James Alter Premio Nobel por sus investigaciones en virus
de la hepatitis C
1.2. ANTIGENO

Por definicion, un antigeno es toda molécula extrana que es capaz de despertar
respuesta inmune y reaccionar con las células y proteinas que componen las
defensas del organismo para su eliminacion, pero este resultado depende de las
caracteristicas fisicas y quimicas que la molécula posea.

El inmundgeno es toda molécula que cumple con las caracteristicas fisicas
y quimicas para despertar la respuesta inmune. Es decir que no todo antigeno
es inmundgeno.
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La inmunogenicidad y la antigenicidad son propiedades inmunologicas
relacionadas, pero distintas. Inmunogenicidad es la capacidad para inducir
respuesta inmune humoral o celular o ambas, mientras que antigenicidad es la
capacidad de combinarse de forma especifica con los productos finales de la
respuesta inmune (anticuerpos, receptores celulares).

Un epitopo o determinante antigénico, es la region con actividad inmunologica
de la porcion del inmunodgeno que desencadena la respuesta inmune y es
reconocido por los anticuerpos o los receptores de los linfocitos T (TCR) o de
los linfocitos B (BCR). Existen diferentes tipos de epitopos:

* Epitopo conformacional o discontinuo: epitopos con una secuencia
continua de aminodcidos que se aproximan entre si por el plegamiento o
conformacion tridimensional de la proteina.

» Epitopo lineal o continuo: epitopo con secuencia continua de aminoacidos
de forma lineal que son reconocidos si se encuentran en la superficie de
la molécula o luego de la desnaturalizacion de la proteina.

» Epitopos nuevos o neodeterminantes antigénicos: epitopos nuevos que

aparecen luego de la modificacion enzimatica de la proteina procesada
(figura 1.8).

El término hapteno, introducido por Karl Landsteiner (1917), fue definido
como particula orgdnica pequefia que es antigénica pero no inmunogénica y
que requiere de un transportador (proteina grande, lipido, aminobenceno) para
desencadenar una respuesta inmune.

Por otra parte, los coadyuvantes, son sustancias que, inoculadas con
el antigeno, potencializan la respuesta inmune del huésped. Utiliza varios
mecanismos para lograr su efecto en la respuesta inmune, como ser facilitadores
de la presentacion del antigeno y prolongar su persistencia, promover €
incrementar las sefiales coestimulatorias de la respuesta inmune, propiciar la
inflamacion local e incentivar la proliferacion linfocitaria y la polarizacion
Th1/Th2. Los adyuvantes se usan en procesos de vacunacion humana y animal
con antigenos de inmunogenicidad baja o de baja concentracion, para producir
anticuerpos mono y policlonales para el estudio de la respuesta inflamatoria en
biomodelos experimentales y evaluar reacciones de hipersensibilidad.
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Figura 1.8. Estructura de los epitopos diversas formas del reconocimiento de los
epitopos por parte de los anticuerpos
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Nota. Elaboracion propia.

1.2.1. CARACTERISTICAS DE UN INMUNOGENO

La inmunogenicidad depende de varias propiedades del inmundgeno:
caracteristicas fisicas como el tamafo molecular, caracteristicas quimicas como
su composicion y complejidad quimica, la alteralidad y la capacidad para ser
procesados y presentados por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)
en la superficie de una célula presentadora de antigeno o una célula propia
alterada. Ademas, para que el inmunogeno despierte respuesta inmune, hay
que tener en cuenta la constitucion genética del organismo inmunizado ya que
el control genético de la respuesta inmune es limitado por los genes del CMH.
Para lograr despertar la respuesta inmune, los inmunogenos deben cumplir con
las caracteristicas que se explican a continuacion.

1.2.1.1. CARACTERISTICAS FISICAS
* Alteralidad y origen

Para inducir una respuesta inmune, el sistema bioldgico debe reconocer a la
molécula como extrafia. Este reconocimiento depende de lo que en el proceso
de maduracion de los linfocitos T, estos hayan reconocido como propio y sea
tolerado. La gran mayoria de antigenos del organismo son presentados en esta
etapa de maduracion, sin embargo, hay antigenos que no fueron expuestos a
los LT inmaduros, los que en el futuro pueden ser reconocidos como extrafios.
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Cuando un antigeno ingresa al organismo, la respuesta inmune que activa de-
pende de su grado de alteridad, es decir, cuanto mas distante filogenéticamente
esté el antigeno entre especies, mas grandes son sus diferencias estructurales y
por ende va a ser mas inmunogena. Es decir, cuando estimulamos el organismo
con proteinas de su misma especie, la gran mayoria no va a despertar respues-
ta inmune. Por ejemplo, si inmunizamos una vaca con albumina bovina, esta
proteina no va a ser reconocida como extrafia porque es la misma albimina que
posee el receptor, pero si inmunizamos con albimina bovina a un raton, este la
va a reconocer como extrafia y va a producir respuesta inmune contra la protei-
na por la distancia filogenética entre los dos organismos. Sin embargo, existen
antigenos propios o de la misma especie que, bajo ciertas condiciones, pueden
despertar respuesta inmune.

¢ Tamaiio

Se ha observado que el tamafio influye en la inmunogenicidad y esta
directamente relacionado con el peso molecular, el cual debe ser superior a los
5.000 daltons (d) y un peso dptimo para desencadenar respuesta inmune debe
ser mayor a 100.000 d.

e Carga eléctrica

Las células del organismo presentan una composicion idnica diferente con
respecto al liquido extracelular, dada la permeabilidad selectiva de la membrana
plasmatica principalmente al Na*, al K" y al Cl.. El resultado de esta distribucion
asimétrica es la polarizacion de la membrana, que presentara una carga eléctrica
positiva en su superficie externa y una carga negativa en el contenido intracelular.
Asi mismo, las proteinas del sistema inmune, como los anticuerpos, en la porcion
que reconoce el antigeno es amino-terminal con carga positiva. Por lo anterior,
si el antigeno o inmunogeno tiene carga eléctrica, especialmente negativa, van
a tener mayor afinidad por los receptores y moléculas del sistema inmune para
ser reconocidos.

*  Complejidad

Las moléculas que tengan estructuras quimicas de mayor complejidad van a
ser mas extrafas para el sistema inmune. Ejemplo: si la molécula tiene grupos
aromaticos, como el benceno, hace que incremente la respuesta inmune.

¢ Concentracion

Cada inmundgeno experimental evidencia una curva de dosis y respuesta
particular, que se determina al medir la reaccion inmunitaria a diferentes dosis
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y vias de inoculacion. En procesos de inmunizacion de un individuo, se realizan
inoculaciones periodicas del antigeno para lograr el efecto esperado que es la pro-
duccidn de anticuerpos. La concentracion del antigeno debe ser la adecuada; una
dosis ineficaz no estimulara la respuesta inmune porque no activa los linfocitos o
con dosis bajas se puede inducir un estado de falla en la respuesta inmunitaria o
inducir tolerancia; por el contrario, si las dosis de las inoculaciones estan a altas
concentraciones de antigeno, puede dar como resultado paralisis inmunoldgica.

° pH

El pH del medio donde se encuentra el antigeno, le va a conferir las
caracteristicas a la molécula para ser mas inmunogena. Por ejemplo: poseer
aminodcidos basicos fuertes como la tirosina y la fenilalanina aumenta la
capacidad inmundgena y el medio donde se encuentre la molécula puede
proporcionar carga eléctrica que le va a dar mas inmunogenicidad.

e Configuracion optica

Las moléculas, especialmente las proteinas, tienen estructuras tridimensionales
y si se encuentran en una solucion por la que se hace pasar luz polarizada, esta
puede tomar dos vias: si logra atravesar la molécula y se dirige al lado izquierdo
de lamisma, se le llama levogira; si la luz se desvia hacia el lado derecho, se llama
dextrogira. Las moléculas levogiras son mas facilmente degradables, se pueden
evidenciar los epitopos que la componen, por lo tanto son mas inmundgenas. Las
dextrégiras no lo permiten ya que sus epitopos no son facilmente reconocidos.

* Via de ingreso del inmundgeno

Los antigenos que ingresan por mucosas oral, respiratoria, digestiva y genitou-
rinaria van a ser presentados en los nodulos linfaticos submucosos y los ganglios
linféaticos cercanos. Por lo general, los inmunogenos experimentales se administran
por via parenteral distinta al sistema digestivo, como es la via intravenosa que
presenta los antigenos directamente en el bazo; la via subcutanea e intradérmica
que permite la presentacion de los antigenos en los ganglios linfaticos locales; otras
vias de inoculacion menos frecuentes son la intramuscular e intraperitoneal. En
estos ensayos experimentales, es importante tener en cuenta este aspecto, ya que
de la via de ingreso puede resultar una respuesta inmune exitosa o no.

1.2.1.2. CARACTERISTICAS QUIMICAS

Las moléculas mas inmunodgenas son las proteinas en las que los epitopes
peptidicos generados de una proteina deben tener entre 8 y 10 aminoacidos como
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minimo. Los carbohidratos son moléculas complejas que pueden generar una
respuesta inmune de manera individual, como los monosacaridos o combinados
como glicoproteinas, fosfolipidos y glicolipidos. Los lipidos y las lipoproteinas
pueden activar a los LT yd y los lipopolisacdridos son reconocidos por los
Receptores Semejantes al Toll (TLR 4) para iniciar la respuesta inmune al producir
citoquinas proinflamatorias.

1.2.2.  TiPOS DE ANTIGENO

* Naturales: son los antigenos que se encuentran en la naturaleza y pueden
provenir de microorganismos, células animales, alimentos y plantas y que
en circunstancias especiales puede desencadenar repuesta inmune.

* Artificiales: antigenos que han sido producidos en laboratorio mediante
la unién de un inmundgeno y su transportador (hapteno).

* Sintético: son polipéptidos producidos mediante sintesis quimica en el
laboratorio semejantes a epitopos originales de una proteina Eemplo::
vacunas sintéticas.

* Autoantigeno: antigenos propios del individuo y que en condiciones
normales no son reconocidos como extrafios.

* Aloantigeno: antigeno que se comparte con un individuo de la misma
especie, genéticamente diferente. Ejemplo: personas que comparten el
mismo grupo sanguineo pero que son individuos genéticamente diferentes.

* Antigeno de especie: cada especie animal y humana posee sus propios
antigenos.

* Antigenoleucocitario: es el mismo Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(CMH) que en el humano se denomina HLA (Antigeno Leucocitario
Humano) que cumple funciones de reconocimiento de lo propio, diferencia
individuos entre especies y dentro de la misma especie y presenta epitopos
a los linfocitos para desencadenar una respuesta inmune.

* Antigeno eritrocitario: glicoproteinas que estan en la superficie de los
GR y determinan el grupo sanguineo del individuo.

* Antigenos ocultos: son antigenos que permanecen dentro de los 6rganos
protegidos por barreras, son indetectables para el sistema inmune (ojo,
cerebro, testiculo), pero por disrupcion de dichas barreras, estos antigenos
pueden despertar respuesta inmune.

* Antigeno tumoral: son los producidos por la modificacion de las células
propias en células tumorales y se expresan en la membrana celular.
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Antigenos modificados: son los que por medios fisicos o quimicos alteran
la estructura inicial del mismo. Ejemplo: de toxina a toxoide.

Antigeno de reaccion cruzada: es cuando un anticuerpo reconoce una
molécula que no ha actuado como antigeno, pero que si comparte en su
estructura componentes con otro antigeno y confunden el reconocimiento
por parte del Ac.

Antigenos heteroéfilos: son los antigenos que se comparten entre dos
especies diferentes. Ejemplo: el antigeno de Forssman lo tienen las ovejas
y los humanos

Alergeno: antigeno que estimula la respuesta inmune en un individuo
que tenga predisposicion genética a sufrir alergias.

Antigeno timodependiente: son antigenos que estimulan la produccion de
citoquinas por parte de los LT para inducir la produccion de los anticuerpos
por parte de los Linfocitos B.

Antigeno timoindependiente: son antigenos que solo estan en capacidad
de estimular la produccion de IgM por parte de los linfocitos B y no
inducen la estimulacion de los linfocitos T.

Superantigeno: es un antigeno que une la cara externa del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (CMH) Clase II que se expresa en la membrana
de la Célula Presentadora de Antigeno (CPA) y el dominio  variable
del Receptor de la Célula T (TCR) en el de un LT. Esta union produce
una sobreestimulacion de la respuesta por parte de los LTh productores
de citoquinas. Hay dos respuestas como resultado de la activacion de
un superantigeno, la paralisis inmunolédgica por sobreestimulacion de
activacion de los LT o la activacion de un LT autorreactivo que puede
dar como resultado una enfermedad autoinmune. Los superantigenos mas
reconocidos son las toxinas de origen bacteriano.

Xenoantigeno: antigenos que provienen de una especie diferente.

TIPOS DE RESPUESTA INMUNE

Existen varios tipos de respuesta inmune encargadas de eliminar los

microorganismos o sustancias extrafias que afectan al huésped. Tanto la respuesta
inmune innata, que es inespecifica, como la adaptativa, altamente especifica,
tienen componentes humorales (proteinas) y celulares que de manera coordinada
interactuan para cumplir su funcién inmunoldgica (figura 1.9).
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Figura 1.9. Tipos de respuesta inmune: componentes de la respuesta inmune innata
y adaptativa celular y humoral
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1.3.1. RESPUESTA INMUNE INNATA

Constantemente el organismo estd en contacto con microorganismos que
compiten con los residentes no patdgenos por espacio y nutrientes. La respuesta
inmune innata esta compuesta de mecanismos bioquimicos y celulares presentes
desde la creacion de cada organismo antes de que suceda algiin proceso infeccioso
y estan preparados para responder con rapidez ante cualquier microorganismo.
Las barreras de la inmunidad innata impiden que la mayoria de los agentes
logren causar infeccion, sin embargo, si estos logran atravesar las barreras
fisicas o quimicas, pueden ser eliminados en pocos dias gracias a la accion
de los componentes de la inmunidad innata, que estan a disposicion en todo
momento y son eficaces desde el inicio de la infeccion cuando células y proteinas
inmunologicas detectan el patdgeno e inducen la respuesta eficaz contra él.

La inmunidad innata comprende cuatro barreras de defensa: i) anatomica,
ii) fisiologica, iii) fagocitica y iv) inflamatoria. Entre las barreras anatomicas estan
la piel y las mucosas; como barrera fisiologica esté la temperatura, el pH bajo y
los mediadores quimicos; como barrera fagocitica esta la fagocitosis realizada
por los polimorfonucleares neutrofilos (PMN), los macrofagos (Mo) y las células
dendriticas (CD) y como barrera inflamatoria, proteinas séricas con actividad
antimicrobiana como el sistema de complemento (ver figura 1.9).

Larespuesta inmune innata no deja memoria, es inespecifica, es decir, siempre
va a actuar en contra de los patdogenos con herramientas y mecanismos acordes
con el tipo de microorganismo para que su eliminacion sea exitosa; es el caso
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de los agentes intracelulares, la respuesta inmune requiere destruir la célula, lo
que interfiere con el ciclo del patégeno y es expuesto a moléculas solubles del
sistema inmunitario. A pesar de las diferencias entre bacterias, virus, parasitos
y hongos, pasan por un tiempo en los espacios extracelulares donde pueden ser
detectados por moléculas efectoras del sistema inmune.

1.3.2. RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

Cuando un patoégeno no se logra eliminar por medio de la inmunidad innata,
se produce una respuesta contra el microorganismo que se adapta a este, aumenta
en magnitud y defensa con cada exposicion sucesiva al mismo, es altamente
especifica contra el antigeno y deja memoria contra este patdgeno, la cual es
rapida y eficaz en un contacto repetitivo con el mismo. Su especificidad se debe
a que es capaz de distinguir entre moléculas y microorganismos diferentes o muy
relacionados entre si, debido a esto también se denomina inmunidad especifica
caracteristica que adquiere el sistema inmune por los contactos previos con el
agente y se denomina inmunidad adquirida.

Las células que participan la respuesta inmune adaptativa son los linfocitos
T, encargados de la respuesta inmune celular especifica y los linfocitos B y sus
productos los anticuerpos encargados de la respuesta inmune humoral especifica
(figura 1.9). Los anticuerpos son glicoproteinas de cinco tipos denominadas
también inmunoglobulinas (Igs): IgG, IgM, IgA, IgE e IgD. Estan encargadas de
reconocer el antigeno que los estimul6 y generar funciones bioldgicas en contra
del patogeno para su eliminacion, como es el caso de la activacion del sistema
de complemento por la IgG, IgM e IgA; permitir que se realice la citotoxicidad
mediada por las NK por la IgG; actuar en contra de parasitos mediante la
activacion de los eosindfilos por accion de la IgE; intervenir en procesos de
inflamacion activando los basoéfilos por la IgG e IgE; dejar memoria para actuar
de manera eficiente y rapida ante un segundo contacto por la IgG; proteger las
mucosas realizando una barrera proteica especifica mediante la IgA, entre otras
funciones. Las caracteristicas de estas glicoproteinas y su funcion en el sistema
inmune se encuentran en el capitulo 3 (Inmunidad adaptativa).

Existe un vinculo entre la inmunidad innata y la adaptativa y es que la
inmunidad innata estimula e influye en el tipo de inmunidad adaptativa contra el
patogeno, y la inmunidad adaptativa utiliza mecanismos de la respuesta inmune
innata para ejercer su efecto sobre el microorganismo, todo con el fin de eliminar
el agente que causoé su activacion en minutos, horas, dias o semanas (tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Interaccion en la respuesta inmune: fases entre la respuesta inmune
innata y adaptativa

Lot Accion efectora para eliminar el patégeno

respuesta
Inflamacion, activacion de complemento, activacion de los TLR,

R. I. Innata . it .
fagocitosis y destruccion del patdgeno
Presentacion de antigeno por parte de las CPA (Mg, CD) a los linfocitos
T, interaccion celular por accion de las moléculas de adhesion celular,
proliferacion y diferenciacionde los linfocitos T (Thl1, Th2, Th17, Tel,
Tc2), produccion de citoquinas
Activacion de los linfocitos B
Produccion de linfocitos T efectores y de memoria

R. L ., . . ., . L
Adaptativa Interaccion de linfocitos T y B, produccion de células plasmaticas,

linfocitos B de memoria y produccion de anticuerpos

Salida de los linfocitos efectores de los 6rganos linfoides secundarios
periféricos

Eliminacion del patogeno por accion de las células efectoras y los
anticuerpos

Son los que protegen el organismo ante un nuevo contacto con su
antigeno especifico y mantienen el titulo de anticuerpos en suero
y mucosas

Memoria de
losLTyLB

1.3.3. RESPUESTA INMUNE ACTIVA NATURAL

Es la inmunidad que adquiere el organismo al entrar en contacto con un
patdgeno produciendo defensas celulares y proteicas contra el mismo, es decir,
produciendo anticuerpos y linfocitos de memoria especificas que se dan cuando
se supera de manera exitosa un proceso infeccioso causado por cualquier tipo
de patdgeno.

1.3.4. RESPUESTA INMUNE ACTIVA ARTIFICIAL

Es el tipo de respuesta inmune que se logra en procesos de inmunizacion
como la vacunacion, donde el organismo entra en contacto con patdégenos vivos
atenuados, muertos, porciones antigénicas del microorganismo o cadenas de
aminoacidos del patégeno sintetizadas in vitro, que al ser reconocidos como
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extrafios, son capaces de inducir una respuesta inmune de memoria con linfocitos
y anticuerpos que van a reconocer el patdgeno en contactos posteriores, lo
neutralizan y no permiten que se produzca infeccion y enfermedad.

1.3.5. RESPUESTA INMUNE PASIVA NATURAL

Son los anticuerpos que produjo la madre al entrar en contacto con diferentes
patogenos, y en el momento del embarazo son transferidos de madre a feto por
medio de la circulacion materno fetal, especificamente IgG, la cual es la Gnica
inmunoglobulina que logra atravesar la placenta. Ademas, cuando nace el bebé, a
través del calostro y la leche materna, la madre le est4 suministrando IgA. Estos
anticuerpos permiten defender al bebé durante los primeros 6 a 8 meses de vida,
mientras desarrolla su propia respuesta inmune (respuesta inmune activa natural).
Cuando estos anticuerpos desaparecen, el bebé atin no ha logrado producir el
pico maximo de anticuerpos, este periodo de transicion se denomina inmuno-
deficiencia transitoria del lactante, la cual desaparece hacia los 10 a 12 meses de
vida, cuando ya tiene un arsenal de anticuerpos que lo defiende de los agentes
agresores que le rodean, adquiridos por la inmunidad activa natural o artificial.

1.3.6. RESPUESTA INMUNE PASIVA ARTIFICIAL

Este tipo de respuesta inmune no requiere presencia del antigeno, es una
inmunidad prestada en la que en el huésped se introducen anticuerpos sintetizados
por otro individuo para defender especificamente contra el patdgeno. Es el caso
de los sueros hiperinmunes que contienen anticuerpos contra una patologia
determinada, estos pueden ser obtenidos en animal (generalmente caballo) de
donde se aislan y purifican los anticuerpos del suero para ser inoculados en la
persona infectada o pueden ser anticuerpos obtenidos del suero de una persona
que ha superado el proceso infeccioso. Estos sueros hiperinmunes se usan en casos
tales como sospecha de infecciones en mujeres embarazadas con miras a evitar
una infeccion congénita o en pacientes que presenten inmunodeficiencias. La
accion contra el patogeno es bastante rapida, pero los anticuerpos suministrados
tienen duracion limitada (semanas) y en el caso de sueros hiperinmunes obtenidos
en animales, pueden causar reacciones de rechazo.

1.3.7. RESPUESTA INMUNE PRIMARIA Y SECUNDARIA

Este tipo de respuesta esta a cargo de proteinas circulantes altamente
especificas producidas por los linfocitos B, denominadas anticuerpos (Acs) o
inmunoglobulinas (Igs), de las cuales hay cinco: IgG, IgM, IgA, IgE e IgD. Estos
actian en diferentes lugares del organismo y con diversas funciones efectoras.
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Los primeros anticuerpos que se producen son los de tipo IgM que son de baja
afinidad, pero con mayor capacidad de enlace con el antigeno ya que tienen diez
sitios de union en su region variable, esto confiere una gran avidez pero requiere
de altas dosis de antigeno. Debido a su estructura, tiene la capacidad de activar
eficientemente las proteinas del Sistema de Complemento, lo que permite actuar
en los primeros estadios de la infeccion y asi evitar consecuencias funestas. Esta
respuesta primaria se da en la primera semana de contacto con el microorganismo
y llega a su pico maximo a los siete dias, para luego iniciar su disminucion en la
concentracion sérica (segunda semana).

Larespuesta secundaria que se activa por los linfocitos de memoria generados
en la respuesta primaria, es mas rapida (tres dias), esta a cargo de la IgG; la
respuesta maxima de IgG es 100 a 1.000 veces mayor que en la respuesta primaria
y de mayor afinidad por el antigeno, es inducida por bajas dosis de antigeno, dura
mas tiempo, aunque se producen cantidades pequenas de IgM, y algo de IgA e
IgE (figura 1.10).

Figura 1.10. Respuesta inmune primaria y secundaria: tiempo en dias de aparicion
v duracion de la respuesta inmune primaria y secundaria y anticuerpo que la dirige
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Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com.

1.4. COMPONENTES DEL SISTEMA INMUNE

14.1.  ORGANOS

Los organos y las células que lo conforman son los que participan
funcionalmente en la defensa del organismo, permiten la produccion y maduracion
de células inmunes y la presentacion de los antigenos induciendo una respuesta
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inmune. Los 6rganos se clasifican en primarios, secundarios y terciarios segiin
su funciodn fisioldgica e inmunologica.

1.4.1.]1 ORGANOS PRIMARIOS

14.1.1.1 Meédula osea

La médula 6sea es el tejido inmunoldgico més abundante, se encuentra
principalmente en el interior de los huesos largos y esponjosos como el
esternon, las vértebras, los huesos iliacos y las costillas. Es el principal 6rgano
hematopoyético, es decir, que su funcion es la produccion y maduracion de
toda la linea celular que se encuentra en la circulacion sanguinea y linfatica.
Estd compuesta de células precursoras sanguineas desde las pluripotenciales,
que gracias al estimulo de proteinas inmunes denominadas citoquinas, logra
producir lineas celulares maduras excepto los linfocitos T ya que estos maduran
en el timo (figura 1.11). La médula 6sea también es rica en macrofagos, células
reticulares, células del estroma y tejido adiposo; ademads, es alimentada por
arterias que desembocan en senos venosos

La funcién de hematopoyesis se inicia cuando la célula madre (Stem Cell) es
estimulada por proteinas como las citoquinas (interleuquinas IL) y los factores
estimuladores de colonias (FSC), que son producidas por células del estroma y
macrofagos, lo que le proporciona el medio apropiado para la hematopoyesis y
un mecanismo para reconstruir los leucocitos que han sido consumidos durante
la respuesta inmune (figura 1.11). Las interleuquinas y los FEC permiten a las
células progenitoras transformarse en diferentes lineas celulares dentro de las
cuales estan:

* Linea mieloide: la célula progenitora mieloide por accion del Factor
Estimulador de Colonia Granulocito-Monocito (FSC-GM) se diferencia
en linea granulocitica y monocitica. La linea granulocitica por accion del
FSC-G da origen a los basofilos, eosinoéfilos, neutrofilos y mastocitos. De
la linea monocitica, gracias al estimulo del M-CSF, maduran los monocitos
que posteriormente llegan a ser los macréfagos y a las células dendriticas
(figura 1.11).

* Linea eritroide: la célula progenitora hematopoyética Stem cell da origen a
la Unidad Formadora de Colonia Eritroide (UFC-E) que recibe el estimulo
de la hormona eritropoyetina para replicar las células y diferenciarlas en
eritrocitos o globulos rojos. Las etapas de maduracion son proeritroblasto,
eritroblasto basofilo, eritroblasto policromatofilo, eritroblasto acidoéfilo,
reticulocito y eritrocito o globulo rojo figura 11).
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Linea megacariocitica: en la tromobopoyesis interviene la IL-11
donde la célula madre, que también recibe el estimulo de la hormona
trombopoyetina, da origen a los megacarioblastos que luego de sucesivas
divisiones produce el promegacariocito, posteriormente el megacariocito
granular y por altimo el megacariocito, célula de la médula 6sea de mayor
tamafio que, finalmente, es la que da origen a las plaquetas (figura 1.11).

Figura 1.11. Hematopoyesis: etapas de produccion y maduracion de las lineas
celulares eritroide, mieloblastica, linfoblastica y megacariocitica, desarrolladas
en la médula osea y las citoquinas que intervienen en cada etapa del proceso
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Linea linfoide: se ha identificado un grupo de células progenitoras que
genera precursores linfoides comunes para células T, B, Natural Killer
(NK) y células dendriticas. Por estimulo de la IL 12, el linfoblasto se
diferencia en Natural Killer (NK), y por accién de la IL 15 el linfoblasto se
diferencia en NKT. Parte de los linfoblastos precursores son estimulados
por La IL 4 para que se diferencie e inicie el proceso de maduracion como
linfocito B. El proceso de maduracion de los linfocitos B inicia en la etapa
pro-B que por accion de la IL 7 expresan en su membrana moléculas CD34
y CD19, prosiguen a Pre-B al perder el CD34 y expresar en la membrana
moléculas BCR (receptor de célula B) que es un anticuerpo tipo IgM
monomérico, luego expresan el anticuerpos IgD en su membrana, que
indica madurez del linfocito B. Dentro de este proceso de maduracion,
el BCR que reconoce antigenos propios es eliminado por apoptosis
(seleccion negativa) y los que aun siguen en la capacidad de reaccionar
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contra antigenos propios son eliminados en el bazo (figura 11). El linfocito
B maduro y autotolerante sale a los 6rganos linfoides secundarios y a
circulacion para recibir el estimulo antigénico y culminar su ultima etapa
de maduracion en célula plasmatica que finalmente es la productora de
anticuerpos. Por otra parte, la IL 2 y la IL 7 permiten la diferenciacion en
linfocitos T que salen de la médula dsea y se dirigen hacia el timo para
realizar y completar su proceso de maduracion (figura 1. 11).

14.1.1.2. Timo

Eltimo es un 6rgano donde los linfocitos T que se produjeron en la médula dsea,
sufren un proceso de maduracion, proliferacion, seleccion y diferenciacion antes
de salir al torrente circulatorio y ubicarse en los 6rganos linfoides secundarios
en espera de estimulo antigénico. Este 6rgano se encuentra en el mediastino
anterior, detras del esternon. Al momento de nacimiento del bebé, este 6rgano
pesa 70 g, alcanza su mayor tamafio en la pubertad y luego se atrofia con una
disminucién considerable de las células corticales y medulares hasta llegar a un
peso aproximado de 3 g en la edad avanzada, sin embargo contintia con la misma
funcion para compensar la necesidad de tener LT maduros (figura 1.12). El timo
produce hormonas que contribuyen al proceso de maduracion de los timocitos
como son la timopoyetina, el factor humoral del timo, timosina y la timulina.

Figura 1.12. Timo: ubicacion en el organismo humano
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Nota. Modificada de Cancer Research UK CC BY-SA 4.0
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El timo estd compuesto por corteza y médula, en la corteza hay células
epiteliales, dendriticas y macrofagos que interactuan fisicamente con los timocitos
en desarrollo. Algunas de las células epiteliales llamadas también células nodriza,
tienen extensiones de su membrana que rodean alrededor de 50 timocitos; otras
células epiteliales forman una red de interconexiones celulares entre ellas y los
timocitos van atravesando la corteza. Los timocitos que se encuentran en la
corteza se llaman desnudos o doblemente negativos, es decir que no expresan
en su membrana receptores CD4, CD8 ni TCR (receptor de célula T). Al ir
atravesando la corteza adquieren el receptor TCR y los receptores CD4 y CDS, en
este momento se denomina LT doblemente positivos. En el proceso de maduracion
realizan la seleccion positiva y seleccion negativa (ver Linfocito T, capitulo 3)
para eliminar los clonos que quieren reaccionar contra lo propio y continuar con
la diferenciacion de los subtipos de linfocitos T (figura 1.13).

Una propiedad que tienen los linfocitos T y B maduros, a diferencia de otras cé-
lulas sanguineas, es que circulan por todo el organismo por via linfatica y sanguinea.
Cuando los linfocitos B y T maduran en lamédula dsea y en el timo respectivamente,
salen a circulacion sanguinea y cuando van por los capilares de los vasos sanguineos
a otro tejido linfatico secundario, los linfocitos pequeios logran atravesar hacia los
ganglios linfaticos donde se establecen mediante moléculas de adhesion celular y alli
esperan un tiempo para recibir el estimulo de un agente extraio.

Figura 1.13. Maduracion del linfocito T en el timo. Proceso de maduracion de los
linfocitos T en el timo donde reconocen y toleran lo propio y se diferencian en las
diferentes subpoblaciones
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Si esto no sucede, se desprenden y por la linfa eferente pasan de nuevo a
circulacion sanguinea (figura 1.14). Esto significa que los linfocitos estan en
permanente movimiento, lo que permite que la poblacion linfocitaria esté en
continua renovacion en los ganglios linfaticos en busca de posibles agentes
causales de infeccion, situacion que difiere en el bazo ya que no hay conexion
con la circulacion linféatica. La proporcion en niimero de linfocitos circulantes es
muy inferior a la que se encuentra en los 6rganos linfoides secundarios.

Figura 1.14. Recirculacion de los linfocitos Ty B. Una vez alcanzan la madurez
realizan procesos de vigilancia en los diferentes tejidos y organos
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Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

1.4.1.2. ORGANOS SECUNDARIOS

14.12.1 Ganglio linfatico

Los ganglios linfaticos son 6rganos encapsulados, redondos y pequefios del
sistema linfatico que se encuentran en todo el organismo humano, especialmente
en cuello, axilas, abdomen e ingle (figura 1.15); contienen linfocitos, macréfagos
y células dendriticas cuya funcion es permitir que se presenten antigenos de
agentes infecciosos que se encuentren en via linfatica. A medida que se filtra la
linfa en el ganglio, cualquier antigeno de un agente infeccioso es atrapado por
fagocitos (macrofagos) y células dendriticas (foliculares e intersticiales), los cuales
crean un microambiente adecuado para que los linfocitos se encuentren con el
antigeno y puedan responder contra ¢l de manera eficiente.
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Figura 1.15. Ganglio linfatico: ubicacion de los ganglios linfaticos en el cuerpo humano
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Nota. Tomada de https:/commons.wikimedia.org/wiki/File:Ganglioslinfaticosabdo-
men.jpg CC 4.0

Un ganglio tiene internamente tres regiones concéntricas: corteza, paracorteza
y médula. La corteza posee unas estructuras denominadas centros germinales
que contienen linfocitos B, macrofagos y células dendriticas foliculares.
Posteriormente se encuentra la paracorteza que contiene linfocitos T y células
dendriticas interdigitales que expresan Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(CMH) Clase II (HLA en el humano Clase IT) que son las moléculas necesarias
para presentar antigenos exdgenos a los linfocitos T ayudadores (LTh). La
capa mas interna del ganglio linfatico es la médula la cual contiene en menor
proporcion células linfoides (figura 1.16). Cuando un antigeno es atrapado por
las células fagociticas que se encuentran en la paracorteza es presentado a los
linfocitos Th, el cual prolifera y produce citoquinas que activan a los linfocitos B
y estos a su vez producen anticuerpos que son transportados por la linfa y salen
por medio del vaso eferente del ganglio. Esto se debe a que en la activacion de
estos linfocitos hay replicacion celular como respuesta al antigeno causante de
la infeccion, igualmente hay incremento en el transito de linfocitos sanguineos
a través del ganglio, lo que resulta en el aumento de tamatfio del ganglio que lo
hace visible.
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Figura 1.16. Ganglio linfatico: estructura y componentes del ganglio linfatico
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Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

1.4.1.2.2. Bazo

Es un organo encapsulado, ovalado y grande que esta situado en el lado
izquierdo superior de la cavidad abdominal, cuya funcion es filtrar la sangre, lo
cual le permite atrapar antigenos que se encuentran en circulacion sanguinea,
por lo tanto, participa activamente en infecciones sistémicas y, ademas, filtra
células envejecidas, como globulos rojos crenados y restos celulares, entre
otros. Tiene en el interior trabéculas que forman una estructura segmentada de
compartimientos denominados pulpa blanca y pulpa roja (figura 1.17). En la
pulpa roja hay macréfagos y globulos rojos o eritrocitos y pocos linfocitos, en
esta porcion se destruyen los eritrocitos viejos y defectuosos. La pulpa blanca
estd compuesta en su mayoria por linfocitos T, Linfocitos B, macrofagos y células
dendriticas interdigitales. Estas ultimas capturan el antigeno y lo presentan
por medio del CMH Clase II a los linfocitos Th que se diferencian y producen
citoquinas que estimulan a los linfocitos B para producir los anticuerpos contra
el antigeno causante de la infeccion.
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Figura 1.17. Bazo: estructura fisiologica del bazo

Arteria

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

14.12.3. Tejido linfoide

El tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT) se encuentra en las mucosas
genitourinaria, respiratoria y digestiva las cuales son las principales puertas de
ingreso para muchos patdogenos. Sin embargo, las mucosas tienen mecanismos
fisicos, quimicos y tejidos linfoides asociados a las mucosas (MALT) que le
permiten actuar contra un agente agresor.

El tejido linfoide asociada al tracto gastrointestinal (GALT) incluye las
amigdalas, las adenoides, el apéndice y las placas de Peyer. En el caso de las
amigdalas, estan las linguales, las palatinas y las faringeas compuestas por células
reticulares entremezcladas con macroéfagos, linfocitos, granulocitos y células
cebadas. En estas estructuras y especialmente en las placas de Peyer, el antigeno
es recogido por unas células especializadas llamadas células de micropliegue
o células M, ya que permiten la captacion y transporte de antigenos desde la
luz intestinal hacia la ldmina propia y la submucosa, para que se dé la respuesta
inmune presentando el antigeno y activando células linfoides (figura 1.18).
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Figura 1.18. Funcion inmunologica de las mucosas. Representacion de la estructura
de la funcionalidad inmunologica de las mucosas (GALT) que esta compuesta por
células M que son enterocitos especializados en la captacion de antigenos luminales,
grandes cantidades de linfocitos T intraepiteliales que son inductores de la respuesta
inmune en las placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos
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Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

En el nédulo linfético, los linfocitos forman un foliculo que consiste en gran
cantidad de linfocitos B rodeados por linfocitos T. Las células dendriticas toman el
antigeno por endocitosis y lo presentan a los linfocitos T para producir citoquinas
que activan a los linfocitos B. Algunos de estos linfocitos B activados, van por
la linfa para migrar hacia la circulacion sanguinea y regresan a los capilares de
la 1amina propia del intestino, con el fin de distribuirse de manera extensa para
diferenciarse en células plasmaticas productoras de inmunoglobulina A secretora,
la cual atraviesa las células epiteliales y recubre el tejido de la mucosa que da
hacia la luz intestinal, convirtiéndose en una barrera altamente especifica para
el antigeno causante de la infeccion.

El tejido linfoide asociado al arbol bronquial (BALT) y el tejido linfoide
asociado al tracto nasofaringeo (NALT) se encuentran en el tracto respiratorio,
poseen agregados linfocitarios difusos, estan cubiertos por células M que permiten
el paso de microorganismos o antigenos inhalados y atrapados en la mucosa
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respiratoria. La activacion de la respuesta inmune tiene el mismo principio de
accion relacionado en los GALT, hay presentacion de los antigenos por las células
dendriticas a los linfocitos migratorios para activar la respuesta inmune adaptativa
con el fin de producir anticuerpos IgAs especificos contra el antigeno. El tejido
linfoide asociado a la piel (SALT) sirve como barrera inmunolédgica y consta
de células como los queratinocitos, células dendriticas como las de Lanherhans
y los dendrocitos dérmicos, linfocitos, células endoteliales, células cebadas,
polimorfonucleares neutrofilos (PMN) y fibroblastos. Al recibir el estimulo
antigénico, los queratinocitos producen citoquinas como la interleuquina (IL) 1,
IL3, IL6, IL10, IL 12, IL 18, interferon alfa y beta, factor de necrosis tumoral,
que promueven la inflamacion y la activacion de la inmunidad adaptativa, las
células presentadoras de antigeno que expresan CMH Clase 1 y II, activan los
linfocitos T para expandir la respuesta inmune frente al agente agresor que
ingreso por la piel.

Ademas de estos tejidos linfoides asociados a las mucosas y a la piel, se
encuentran también los tejidos linfoides asociados a la glindula mamaria, tejidos
linfoides asociados a glandulas salivares y lagrimales, tejido linfoide asociado a
organos genitourinarios y tejido linfoide asociado al oido interno.

Por otra parte, en las mucosas estan los linfocitos T que poseen el receptor
TCRy$, reconocen antigenos lipidicos (fosfolipidos, glucolipidos y oligonucledtidos
fosforilados) que son presentados por la molécula CDI, y activan ese tipo de
linfocitos T para producir citoquinas proinflamatorias y quimioquinas (citoquinas
que inducen movimiento celular) que atraen polimorfonucleares neutrofilos y
los macréfagos.

1.4.1.3. ORGANOS LINFOIDES TERCIARIOS (OLT)

Estas estructuras se puedes desarrollar en cualquier 6rgano y tejido no
linfoide del individuo, se encuentran asociados a infecciones cronicas, rechazo
crénico de injertos y organos trasplantados, enfermedades autoinmunes y
multitud de canceres solidos en los que persista una inflamacion cronica que
mantenga una constante activacion celular y humoral de la respuesta inmune.
Estos OLT pueden desaparecer una vez finalice el proceso inflamatorio. La
funcion de los OLT es mantener la respuesta adaptativa adecuada en el tejido
afectado la cual depende de factores como la localizacion, el tipo de estimulo
que los genero, la cinética de la inflamacion y la activacion celular producida.
La respuesta inmune ocasionada en los OLT puede dar como resultado una
respuesta deletérea, como en el caso de la artritis reumatoide o puede ser
beneficioso como ocurre en diferentes tipos de cancer.
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Figura 1.19. Organo linfoide terciario. Estructura celular de un érgano linfoide
terciario que en respuesta frente a un antigeno contiene linfocitos T, linfocitos B y
células dendriticas foliculares formando agregados que tienen como fin eliminar el
agente causal
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Nota: Elaboracion propia

En su estructura es similar a los 6rganos linfoides secundarios donde se
concentran centros germinales de linfocitos T y B proliferativos y células
dendriticas; los fibroblastos forman una estructura reticular en el que las
citoquinas transmiten sefiales de activacion; poseen vasos sanguineos y linfaticos
que permiten la comunicacion con el medio externo del OTL, que a través de las
vénulas endoteliales, permite la recirculacion linfocitaria de los linfocitos de la
sangre al tejido linfoide para su posterior activacion (figura 1.19).

Hay dos tipos de OLT: fisiologicos y patologicos. La aparicion de los
fisiologicos esta dada por una exposicion antigénica constante y estan asociados
a las mucosas. Los patoldgicos estan asociados con enfermades autoinmunes.
14.2.  CELULAS
1.4.2.1. CELULAS DEL SISTEMA INMUNE INNATO

14.2.11 Polimorfonuclear neutrdfilo (PMN)

Estas células perteneces a la linea hematopoyética mieloide que da origen a
los granulocitos, también llamados leucocitos polimorfonucleares. Existen tres
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tipos de granulocitos: i) los eosindfilos, ii) los basdfilos y iii) los neutrdfilos. Los
polimorfonucleares neutrdfilos (PMN) son la poblacion mas abundante de los
leucocitos circulantes (70 %) e intervienen en las primeras etapas de la respuesta
inflamatoria; son células fagociticas que participan en la inmunidad innata con la
funcion de reconocer, ingerir y destruir una gran variedad de microorganismos
extracelulares (bacterias, hongos, parasitos extracelulares).

Los PMN se sintetizan y maduran en la médula 6sea donde se producen
millones de ellas por dia con el fin de tener una gran reserva para actuar en un
proceso infeccioso o inflamatorio. En la maduracion de estas células participan el
factor estimulador de colonias granulociticas (G-CSF), laIL 3, IL 17 y la CXCLI12.
A medida que se da el proceso de maduracion, aparecen en su citoplasma los
granulos primarios o azurofilos en la fase de promielocito y los secundarios en la
fase de mielocito. Una vez esta célula completa su proceso de maduracion, tiene
la capacidad de adherirse, migrar (quimiotaxis), reconocer el patdgeno mediante
receptores de membrana, deformarse enviando seudépodos de la membrana para
envolver e ingerir el microorganismo, destruirlo dentro del fagosoma y producir
mediadores que promuevan la inflamacion, contribuyendo de forma efectiva a
la destruccion del patogeno causante de la infeccion.

Figura 1.20. Polimorfonuclear neutrdfilo en circulacion sanguinea

Nota. Crédito: M. Sc. Martha Leonor Castillo Bohorquez'.

Docente de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, Facultad de Ciencias de la Salud.
Bogota, Colombia.
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Los PMN circulan en forma de células esféricas de 12 a 15 um de diametro,
tienen numerosas proyecciones de su membrana externa y expresan receptores
que acttan en las diferentes funciones del PMN como: integrinas (LFA-1, VLA-4),
receptor para moléculas de complemento (CR1, CR2, CR3,1C3by C5a), selectina
L, receptor para selectina E y P, receptores para las moléculas MAC-1 y CD44,
receptores para los anticuerpos (FcR), Complejo Mayor de Histocompatibilidad
Clase I y en procesos inflamatorios Clase II y receptores para quimioquinas
(CXCR1 y CXCR?2). Posee un nucleo segmentado de 3 a 5 16bulos conectados,
de alli su nombre polimorfonuclear (figura 1.20).

En el citoesqueleto contiene filamentos de actina que pueden ensamblarse y
desmontarse con rapidez y le permiten realizar motilidad celular, desplazarse
hacia el agente agresor, deformarse para poder trasladarse de vaso sanguineo
a tejido (diapédesis), y cuando se encuentra con el patogeno, enviar seudépodo
para atraparlo e ingerirlo. Por esta cualidad de movimiento, son las células que
migran hacia el foco de infeccion en pocas horas (14 mm/seg), su vida media en
circulacion es de 4 a 5 dias la cual se incrementa si debe migrar a ejercer su funcion
fagocitica, si, por lo contrario, no recibe estimulo durante este periodo, activa
la muerte celular programada (apoptosis) y suele ser fagocitado por macrofagos
residentes en el higado o en el bazo.

El citoplasma contiene granulos primarios, secundarios y terciarios que tienen
componentes bioquimicos que le permiten eliminar el patdogeno que se encuentra
en la vacuola fagocitica y no se tifien con intensidad basica ni acida (hematoxilina
y eosina respectivamente), es decir, son neutros a diferencia de los basofilos y los
eosindfilos. Todo el contenido de estos granulos en el proceso de la fagocitosis,
especificamente en la desgranulacion, son liberados en el fagosoma con el fin
de destruir el patogeno fagocitado.

Otra funcion de los PMN es la produccion de citoquinas como el Factor de
Necrosis Tumoral (FNT) y la IL 12 las cuales participan en la activacion de la
inmunidad adaptativa junto con los macrofagos y las células dendriticas.

14.2.12. Eosindfilo (Eos)

Célula que fue descrita por Paul Erlich (1879) al notar su tincidn caracteristica
con colorantes aciddfilos, por muchos afios se asocio su funcion a la eliminacion
de helmintos y a la causa del dafo tisular. El eosindfilo es producido en la médula
6sea, de origen mieloide que madura por accion de la IL3, ILS, GM- CSF y la
eotaxina. La concentracion de estas células en circulacion es de 1% a 3 %, la vida
media en circulacion es de 8 a 18 horas y se incrementa en infiltrados inflamatorios
de reacciones tardias contribuyendo a la eliminacion de parasitos y hongos, a
los procesos patologicos de las enfermedades alérgicas y a la remodelacion de
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tejidos. En condiciones normales se encuentran en las mucosas de los aparatos
respiratorio, digestivo y urinario. Tiene nucleo bilobulado y posee en su citoplasma
granulos acidofilos ricos en arginina y con el colorante acido de eosina, toman
un color rosado intenso (figura 1.21).

En la actualidad se conoce también que desempenan un papel en el crecimiento
celular, la adhesion, la quimiotaxis, la degranulacion, la interaccion entre células,
activa el complemento por via clasica y alterna, sintetizan, almacenan y secretan
citoquinas y factores de crecimiento, pueden procesar antigenos, estimular
linfocitos T y promover respuesta humoral al interactuar con los linfocitos B,
actian como células presentadoras de antigeno y regulan la funcion de los LThl
y LTh2. Desde siempre se ha conocido su funcion en la eliminacion de helmintos,
ahora se conoce la interaccion de los eosinofilos con otros patdgenos parasitarios,
en infecciones virales, flingicas y bacterianas.

Figura 1.21. Eosindfilo en circulacion sanguinea

Nota. Crédito: M. Sc. Martha Leonor Castillo Bohérquez

En la membrana externa poseen varios receptores, como el receptor para la
eotaxina (CCR3), para IL5, selectina E, receptores para leucotrienos, receptores
para IgG4, IgE e IgA, receptores para complemento CR1 y CR3, siendo estos dos
ultimos los que activan al eosinofilo a degranular para la eliminacion del parasito
o la accion en tejido de procesos alérgicos. Cuando el eosindfilo degranula, ejerce
su accion antiparasitaria pero también causa lesion al tejido circundante debido a la
liberacion de proteinas altamente toxicas y radicales libres. Ademas, el eosindfilo
sintetiza mediadores bioquimicos como las prostaglandinas, los leucotrienos
y las citoquinas que amplifican la respuesta inflamatoria para activar células
epiteliales y convocar a mas eosinoéfilos y leucocitos que ayuden en la eliminacion
del parasito o a inducir procesos inflamatorios croénicos como la rinitis.
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14.2.13. Basofilos (Bas)

El basofilo es un granulocito identificado por primera vez por Paul Erlich
hace mas de 140 afos, representan menos del 1 % de los leucocitos de sangre
periférica. Entre sus funciones primordiales estd la de migrar hacia el tejido
donde hay inflamacion para liberar histamina, contribuyen en el desarrollo
pulmonar, promueven localmente la polarizacion de los macréfagos a M2,
sintetizan citoquinas y factores angiogénicos y tienen funcion tumorogénica en
varios tipos de cancer.

Al igual que otros granulocitos, los basofilos se desarrollan a partir de la
célula madre hematopoyética en médula dsea que al ser estimulada por la IL 3
y la linfopoyetina estromal timica estimula el desarrollo de los basofilos.

Dentro del citoplasma poseen granulos basofilos que se tifien de azul con
coloraciones como la hematoxilina; en la membrana posee receptores para la
porcion Fce (FceRI) que tiene afinidad por la IgE, tiene marcadores para la
degranulacion CD63, receptor para la inmunoglobulina IgG (FcyRIIA, FcyRIIB),
receptor para la IL-3 (CD123), para el factor estimulante de colonias granulocito
monocito (GM-CSF), para la IL 33 y para la IL5 (CD125) (figura 1.22).

Figura 1.22. Basofilo en circulacion sanguinea

3 ——

Nota. Crédito: M. Sc. Martha Leonor Castillo Bohérquez

Tienen una funcidén importante en la inflamacion ya que liberan mediadores
como la histamina y los cisteinil-leucotrienos. Anteriormente, por estas
caracteristicas que comparten con los mastocitos, se les consideraba como
precursor circulante del mastocito, concepto que ya no es valido, ya que las
dos células difieren morfoldgica, ultraestructural, inmunoldgica, bioquimica y
farmacologicamente (tabla 1.3).
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14.2.14. Mastocito (Mas)

También denominadas células sebaceas, se originan en la médula 6sea a
partir de la linea mieloide y recibe el estimulo por parte de la IL 9 y 1a IL3 para
su maduracion. En condiciones normales no hay mastocitos circulantes. Los
progenitores se ubican en los tejidos periféricos en estadio inmaduro y alli se
diferencian in situ. Estan distribuidos en todo el organismo, especialmente en
los vasos sanguineos, nervios, bajo los epitelios y en algunos 6rganos linfoides.

Presentan formas variables con nucleos redondeados y citoplasmas ricos
en granulos redondos que contienen proteoglucanos acidos que se tifien con
colorantes basicos (tabla 1.3).

La funcion de los mastocitos esta relacionada con la accion contra parasitos y
bacterias. Contienen en sus granulos histamina, heparina, citoquinas y factores
de crecimiento, que al ser liberadas participan en reacciones alérgicas y ciertas
respuestas inmunologicas. El efecto de la liberacion de estas moléculas es
participar activamente en la inflamacion dilatando los vasos sanguineos y en la
angiogénesis, en procesos alérgicos son las responsables del enrojecimiento y el
prurito. Las propiedades de los mastocitos, basofilos y eosindfilos se encuentran
resumidas en la tabla 1.3

Tabla 1.3. Caracteristicas y diferencias entre los mastocitos, baséfilos y eosindfilos

Caracteristica Mastocitos Baséfilos Eosinéfilos
Células progenitoras  Células progenitoras  Células progenitoras
Precursor hematopoyéticas hematopoyéticas hematopoyéticas
CD34+ CD34+ CD34+
Lugar de Tejido conectivo Médula 6sea Meédula 6sea
maduracion
Citoquinas de
maduracion G-CSF, IL4, 1L9 G-CSF, IL9 G-CSF, IL3, IL5
hematopoyética
Diametro 10-15 um 5-8 um 10-12 um
Circulacion No Si Si
Nucleos 1 2 2
Tejido conectivo )
(glandula mamaria, Organos linfoides, Mucosas, glandula
. . lengua, prostata, circulacion, tejido mamaria, 6rganos
Residencia > X o e .
pulmon, peritoneo), epitelial, mucosas linfoides secundarios
vasos sanguineos, respiratorias y circulacion

mucosas
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Concentracion ) 05-1% 1-4 9%
en la sangre
Vida
media en Semanas a meses Horas 8-18 h
circulacion
Vida n.l.edla on Semanas Dias Dias a semanas
tejido
Expresion de :
FeyRI Elevada Elevada Baja
Proteina basica
Histamina, principal, proteina
Contenido de heparina, sulfato de ~ Histamina, sulfatode cationica eosinofila,
losgranulos condroitina, condroitina, proteasas peroxidasas,
proteasas hidrolasas,
lisofosfolipasa
14.2.1.5. Natural Killer (NK)

Las células asesinas naturales (NK) fueron descritas por primera vez en 1976,
cuando se demostrd que el organismo humano tiene unos linfocitos granulosos
y grandes que poseian una actividad citotoxica contra una gran variedad de
tumores y contra cé¢lulas infectadas por virus. Son células mononucleares que
pertenecen a la inmunidad innata y ejercen sus funciones de manera inmediata
y natural, sin necesidad de un aprendizaje previo. Se encuentran principalmente
en los nodulos linfoides y en la circulacion sanguinea, aunque también estan en
la piel, el intestino, el higado, el pulmén y el Utero, entre otros tejidos.

Constituyen el 7 % al 15 % de la linea linfoide circulante, son producidos en
lamédula 6sea y su funcion efectora esta medida por la produccion de citoquinas
y su actividad citotdxica. La funcion citotdxica para destruir células anormales
las reconoce de dos formas diferentes. En primer lugar, las NK distinguen
anormalidades en la superficie de la célula diana (célula infectada con virus)
al encontrar disminuida la expresion de moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad Clase I, lo que reduce las senales inhibitorias recibidas de
los receptores KIR; o cuando hay moléculas expresadas en células anormales
(tumorales) que son reconocidas por los receptores naturales de citotoxicidad. Por
otra parte, puede reconocer células con anticuerpos IgG unidos a la membrana
plasmatica que activa la citotoxicidad mediada por anticuerpos, mecanismo que
lo lleva a cabo las NK CD16+

Cuando se unen las dos células mediante alguno de los mecanismos
mencionados anteriormente, la NK libera de sus granulos perforinas que producen
poros sobre la membrana de la célula blanco y granzimas que induce la apoptosis
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mediante la activacion de las caspasas para dar muerte a la célula afectada.
Ademas, las NK producen citoquinas como el Factor de Necrosis Tumoral
(FNT) alfa, el interferon (IFN) gamma, Factor Estimulante de Granulocito-
Monocito (GM-CSF), IL 17, IL 12, IL1B, proteina inflamatoria de macrofagos
MIP-1, citoquinas que amplifican la respuesta inmune contribuyendo al control
de la replicacion viral, activa macrofagos, potencian la fagocitosis e inducen
respuesta Thl.

Por otra parte, existen diferentes tipos de subpoblaciones de NK que dependen
de la expresion de los receptores CD16, CD56 y receptores KIR y difieren en
sus funciones al producir citoquinas y tener una alta o baja capacidad citotoxica.

1.4.2.1.6. Células NKT

Son una pequefia poblacion de células T que se diferencian de las T
convencionales en que su receptor reconoce lipidos en lugar de péptidos y estd
restringido por una molécula no clasica semejante a la CMH Clase I llamada
CDl1d, expresa CD16 y TCR af, ademas, tiene la capacidad de producir
rapidamente citoquinas proinflamatorias, de manera similar a las células de la
inmunidad innata.

Se denominan NKT porque coexpresan un marcador para la linea T que es el
NKI1.1, sin embargo, la expresion de este receptor es baja, por lo que se le reconocio
como c¢lulas T asesinas naturales que tienen la capacidad de reconocer antigenos
lipidicos o glicolipidos como parte de la inmunidad adaptativa, es decir que tiene
la opcion de reconocer este tipo de antigenos lo cual no deja limitada la respuesta
de los LT al reconocer solamente antigenos peptidicos por medio del CMH.

En su membrana posee un receptor TCR off semiinvariable, ademas, existen
NKT tipo I, que responde a un lipido de patrén comun a la a-galactosilceramida
(aGalCer), tienen la capacidad de reconocer ciertos patdgenos bacterianos
especialmente los que carecen de lipopolisacaridos, reconocen lipidos presentados
por CDId, pueden mejorar enfermedades autoinmunes como la diabetes o
encefalitis autoinmune a través de la produccion de citoquinas Th2 (IL4, IL3),
tienen la funcién de proteccion contra el cancer por medio de la produccion de
citoquinas Thl especialmente con el interferdn y o exacerbar la respuesta inmune
en el caso de la hepatitis. Las células NKT tipo II, que son restringidas a CDId,
no usan TCR semiinvariable, y no reconocen aGalCer, reconocen la sulfatida
de las vainas de mielina en el sistema nervioso central.

Las funciones efectoras inmunolédgicas de las NKT estan relacionadas con
las interacciones entre las moléculas coestimuladoras CD28 y CD40 que activan
a las células NKT, que una vez activadas participan en la comunicacion entre
el sistema inmune innato y el adaptativo mediante la produccién de citoquinas
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que influyen en la polarizacion de los linfocitos T CD4+ hacia LThl o LTh2, asi
como la diferenciacion de linfocitos T CD8+ y los precursores de los linfocitos
B a células plasmaticas productoras de anticuerpos. Algunas de las citoquinas
producidas por las NKT activan y diferencian los macrofagos y las células
dendriticas que producen IL12 que, a su vez, estimula la NK para producir IFN
v, es decir que las NKT activadas tienen el potencial de mejorar y moderar la
respuesta inmune (figura 1.23)

Figura 1.23. Funciones inmunologicas efectoras de la NKT donde hay interrelacion
con otras células del sistema inmune como son los Mo, PMN, Linfocitos B, Linfocitos
Ty NK mediadas por la accion de citoquinas
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Nota. Elaboracion propia.
14.2.1.7. Monocito y macrofago (Myp)

Los monocitos son células que se originan y maduran en la médula 6sea,
donde la célula madre recibe el estimulo del GM-CSF para dar origen a los
promonocitos que, por accion del M-CSF, maduran a monocitos para salir a la
circulacion sanguinea, alrededor de ocho horas, donde contintian su crecimiento
para luego migrar a los tejidos y transformarse en macrofago. Es el leucocito de
mayor tamafio, puede llegar a tener 18 um de didmetro y representan el 2 % al
8 % de los leucocitos en la sangre (figura 1.24).
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Figura 1.24. Monocito en circulacion

Nota. Crédito: M. Sc. Martha Leonor Castillo Bohérquez.

El descubrimiento de los macrofagos fue descrito en 1883 por el zoodlogo
Elie Metchnikoff y Messina, y su nombre fue asignado por Aschoff en 1924. El
hallazgo se dio al realizar un experimento donde describio la funcion de defensa de
estas células contra agentes extrafios que, ademas tienen la capacidad de eliminar
células envejecidas y participar en la identificacion de lo propio de lo extrafio.

Una vez el monocito se transforma en macrofago, crece de 5 a 10 veces
de tamafio, sus organelos intracelulares aumentan en numero y complejidad,
participan en procesos de desarrollo, en el mantenimiento de la homeostasis
corporal, en la reparacion de tejidos y en el sistema inmune ya que adquiere
mayor capacidad fagocitica, produce concentraciones mas altas de enzimas
hidroliticas y comienza a secretar factores solubles como las citoquinas y son
células presentadoras de antigenos para el linfocito Th.

Son células longevas ya que duran en el tejido largos periodos de tiempo.
Tienen formas irregulares con pseudépodos que les permiten desplazarse, pueden
medir 15 a 80 um, poseen un nucleo con una o dos hendiduras en forma de rifion,
tienen vacuolas con enzimas, lisosomas, cuerpos multivesiculares y cuerpos
residuales que al microscopio lo hacen ver con citoplasma granular (figura 1.24).

Poseen receptores de membrana asociados a la fagocitosis como receptor Fc o
CD16, receptores para las moléculas de complemento (CR), receptores para lectina
tipo C, receptores TLR los cuales reconocen patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMP), integrinas, ICAM 3, selectina L, receptores para citoquinas,
CMH Clase 1 y 11, entre otros.
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Figura 1.25. Histiocito

Nota. Crédito: M. Sc. Martha Leonor Castillo Bohorquez

Los macrofagos se dispersan en diferentes tipos de tejidos y se desplazan a
través de ellos mediante movimientos ameboides y se denominan de acuerdo
con su localizacion tisular asi: macréfagos alveolares (pulmon), histiocitos (tejido
conjuntivo), células de Kuppfer (higado), células mesangiales (rifion), microglias
(cerebro) y osteoclastos (hueso). Los macrofagos se activan por citoquinas
que producen los linfocitos Th, por mediadores producidos por la respuesta
inflamatoria y por componentes de la pared bacteriana. En su estado activo
realizan un intenso trafico membranal, ocurren procesos de fusion y fision de
membranas asociados con la endocitosis y la fagocitosis (figura 1.25).

14.2.18. Célula dendritica (CD)

Son células identificadas en 1973 por Steinmanm y Conh que observaron por
medio de analisis experimentales la presencia de células de tejidos linfoides que
resultaron mas eficientes que los Mo en ser CPA y en promover la proliferacion
de los linfocitos T. Hacia la década de los 90, se reconocieron los marcadores
de membrana y las caracteristicas de esta poblacion celular. Las CD tienen
forma irregular, presentan prolongaciones de la membrana llamadas dendritas.
Se derivan de la médula 6sea a partir de las lineas monocitica y linfocitica. Se
han descrito cuatro estadios de desarrollo: i) progenitores de médula dsea, ii)
precursor de la CD que circulan por via linfatica y sanguinea en tejidos linfoides
que ante un estimulo puedes sintetizar citoquinas iii) CD inmaduras que estan en
los tejidos periféricos y mucosas, con alta capacidad fagocitica y endocitica para
atrapar el Ag, iv) CD maduras localizadas en los 6rganos linfoides secundarios y
que expresan altos niveles de CMH para la presentacion del antigeno. Entre sus
caracteristicas principales estan su capacidad de capturar, procesar y presentar
Ag, alta capacidad de migrar por las dendritas que posee en su membrana y su
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capacidad para estimular, interactuar y dirigir la respuesta de los linfocitos T
CD4+ y los CD8+. Se ha comprobado que también son capaces de activar otros
tipos celulares, como linfocitos B, células NK, macréfagos o eosinofilos, e incluso
generar tolerancia inmunolégica (figura 1.26).

Las CDs se denominan de acuerdo con la localizacion anatémica, En la piel
y las mucosas son células de Langerhans; en la linfa se llaman células veladas;
en organos como el corazon, el rifién y el intestino, son conocidas como cé€lulas
intersticiales; y las que se encuentran entre los linfocitos T de los 6rganos linfoides
son llamadas células interdigitantes. Se considera que las DCs representan del
0,5 % al 1 % de los leucocitos en la sangre circulante.

Sobre la membrana expresa CMH Clase I, presentan moléculas de adhesion
comunes con macrofagos (CD11a, CDllc, CD50, CD54, CD58, CDI102) y
moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, CD86). Son productoras de citoquinas
como la IL1, IL6, IL8, IL10, IL12, GM-CSF, MCP y TGFp.

Figura 1.26. Células dendriticas

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

1.4.2.19. Fibroblasto

Es la célula mas abundante del tejido conectivo cuya funcion principal es
mantener la matriz extracelular de cada tejido, contribuye a la homeostasis de la
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piel y a la organizacion estructural del tejido al que pertenece, interviene en la
cicatrizacion de heridas e interviene en las primeras fases de la respuesta inmune.
Su tamafio y forma varia dependiendo del 6rgano y su estado de actividad. Su
nucleo es ovoide con poco citoplasma, tienen forma fusiforme o estrelladas
con prolongaciones citoplasmaticas de diversas formas que le permite estar
en contacto con otras células como las neuronas, las células musculares, las
endoteliales y los leucocitos (figura 1.27).

Figura 1.27. Fibroblastos en tejido conectivo

Nota. Tomada de https:/encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn: ANd9GcTu-
8q2PNDtI0kuR Ee7f370dFUFfNTpCcekr2b8mB8wIBbXg5SMR-Ewj6 DFqJINZK Tsd-
6wAs&usqp=CAU

1.4.2.1.10. Plaguetas

Son células pequefias anucleadas, proceden de los megacariocitos que por
accion de laIL 11 pueden llegar a producir las plaquetas (figura 1.28). El proceso
se inicia cuando el megacariocito duplica su material genético e inicia el proceso
de mitosis, pero sin citocinesis ni cariocinesis; asi, al no separarse en dos células
hijas, esta célula se hace mas grande, con mayor cantidad de citoplasma y con
un nucleo lobulado cada vez de mayor tamafio, con maduracion del citoplasma
donde produce proteinas que son almacenadas en sus granulos que son de tres
tipos: alfa o A, delta o densos y lambda o lisosomas, los cuales son pasados a las
plaquetas. Por ultimo, sucede el proceso de desprendimiento del citoplasma para
dar lugar a las plaquetas y el nticleo desnudo de los megacariocitos lo fagocitan
los macrofagos de la médula osea.
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Figura 1.28. Plaquetas en sangre periférica

Nota. Crédito: M. Sc. Martha Leonor Castillo Bohorquez.

Las plaquetas tienen un didmetro de 3 um, liberan y captan serotonina y
otros neurotransmisores, desempefian un papel importante al detectar dafios
en el endotelio vascular y repararlos mediante la coagulacion. Su vida media es
de 8 a 10 dias, producen citoquinas proinflamatorias y TGFp. Expresan en su
membrana receptores TLR y producen moléculas llamadas tromobocidinas que
aglutinan patogenos para que sean facilmente fagocitados.

Son activadas por el factor activador de plaquetas producidos por los Me,
PMN, Eos y Mas, el cual estimula la vasodilatacion, aparicion de edema,
contraccion del musculo liso y afectacion en el musculo cardiaco. Ademas de su
actividad fisiologica principal de participacion en las reacciones hemostaticas,
las plaquetas intervienen la inflamacion, cicatrizacion de heridas, angiogénesis,
desarrollo de canales linfaticos, trombosis, aterosclerosis o metastasis tumorales.

1.4.2.2. CELULAS DEL SISTEMA INMUNE ADAPTATIVO

14.2.2.1. Linfocitos T

Célula mononuclear esférica de 8 a 12 um de diametro, su nicleo ocupa casi
la totalidad del citoplasma de la célula, madura en el timo, estd encargada de la
respuesta inmune celular especifica, crea memoria, posee receptores marcadores
de la linea T que son los que le permiten su diferenciacion inmunoldgica en
linfocitos T ayudadores o helper (LTh), linfocitos T citotdxicos, linfocitos Treg
y linfocitos T con TCR 6 (figura 1.29 y tabla 1.4).
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Figura 1.29. Linfocito en sangre periférica
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Nota. Crédito: M. Sc. Martha Leonor Castillo Bohorquez.

Tabla 1.4. Subtipos de linfocitos T y sus receptores: cada poblacion de linfocitos T
posee receptores especificos que lo identifican y clasifican segun su funcion dentro
de la respuesta inmune

Subpoblacién Receptor Tipo de Tipo de antigeno que
de LT Receptor de reconocen
Célula T (TCR)
LT helper CD3+CD4+CD8-  TCR af Péptidos de antigenos exogenos
LT citotoxico  CD3+CD4-CD8+ TCR B Péptidos de antigenos endogenos
LT reg CD3+CD4+CD25+ TCR of Regulan r.i.
LTyd CD3+CD1+ TCR yd Lipidos, glucolipidos

E1 95 % de los linfocitos T circulantes son TCR af, tan solo el 5 % son TCR
vd 0 en mucosas se encuentran en un 10 %.

La respuesta de los LT TCR aff esta restringida por el CMH, es decir que
solo reconocen péptidos adheridos al CMH; son altamente especificos para el
antigeno que los estimuld y dejan memoria. Los LTh reconocen péptidos de
antigenos exogenos presentados por las células presentadoras de Ag (CPA) por
medio del CMH Clase II; los LTc reconocen péptidos de antigenos endogenos
(virus, tumores, patogenos intracelulares) por medio del CMH Clase 1. Los LT
TCR 70 tienen la capacidad de reconocer lipidos y glucolipidos, pertenecen a la
inmunidad innata ya que no hacen memoria inmunoldgica.
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Cuando los linfocitos Th reconocen los antigenos peptidicos por medio
del CMHII, estos inician su activacion gracias a citoquinas producidas por el
macrofago, posteriormente realizan mitosis generando subpoblaciones Thl, Th2
y Th 17, las cuales sintetizan perfiles de citoquinas que activan, amplifican o
regulan la respuesta inmune como accion generada por un antigeno. En el caso
de la respuesta Thl, se producen citoquinas que activan una respuesta inmune
celular ya que activa a los PMN, Mo, NK, LTh, LTc, entre otros. En el caso de
los Th2, producen un perfil de citoquinas que estimulan a los eosindfilos y a los
basofilos y de manera importante la respuesta inmune humoral al activar a los
LB para que se transformen en células plasmaticas productoras de anticuerpos.

Los LTc, al reconocer los antigenos péptidos endogenos dentro del contexto del
CMH Clase I, como respuesta produce citoquinas como el FNTa y el [IFNy que
tienen efectos antitumorales y antimicrobianos, libera perforinas que producen
poros sobre la célula blanco, libera granzimas las cuales inducen apoptosis sobre
la célula diana y por la interaccion de receptores Fas/FasL induce la apoptosis
de la célula a destruir.

Las células Th-17 tienen como funcion eliminar ciertos patdogenos, como
hongos y micobacterias que no pudieron ser eliminados por los LThl y LTh2
y mantener la integridad de la mucosa gastrointestinal. Para su desarrollo
es importante el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y las
citoquinas proinflamatorias.

Los LTreg tienen como funcion controlar la tolerancia periférica haciendo tole-
rantes linfocitos que quieren reaccionar contra lo propio y que no fueron eliminados
en los procesos de seleccion positiva y negativa; regular o suprimir la respuesta
inmune y su activacion depende de la ausencia de citoquinas proinflamatorias.

14.2.2.2. Linfocitos B

Célula redonda mononuclear que madura en la médula 6sea, de 8 a 12 um
de didmetro, su funcion principal es la de producir anticuerpos una vez se ha
transformado en célula plasmatica; ademas, es CPA y productora de citoquinas
(IL1, IL4, IL5 IL6 IL7 IL8 IL10, IL15, IFN). Existen dos subpoblaciones: Bl
(timoindependiente) y B2 (timodependiente).

Los linfocitos Bl pertenecen a la inmunidad innata, no hacen memoria, no
hacen cambio de isotipo porque solo pueden sintetizar IgM y reconocen todo
tipo de moléculas antigénicas.

Los linfocitos B2 son altamente especificos, hacen mitosis mediante la
activacion de citoquinas producidas por el LTh, crean memoria, hacen cambio de
isotipo ya que por el estimulo que recibe por parte de las citoquinas producidas
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por LTh 2, se transforma en célula plasmatica que sintetiza todos los isotipos
(IgG, IgM, IgA, IgE).

Como receptores de membrana tiene el complejo BCR del linfocito B, que
es un receptor conformado por IgM monomérica, acompafiada de dos cadenas
laterales CD79a'y CD79b y ademas expresa IgD de membrana que indica cuando
el linfocito B estd maduro. Posee receptores de membrana para el CMH Clase I
y Clase II, para citoquinas, para moléculas del sistema de complemento (CD19,
CD21) y expresa TLR 5,TLR7 y TLRO.

1.4.3.  PROTEINAS

1.4.3.1. PROTEINAS DEL SISTEMA INMUNE INNATO

14311 Citoquinas

Las citoquinas son proteinas o glucoproteinas de bajo peso molecular
producidas por diferentes tipos de células (Mg, linfocitos Th, Tc, LB, células
endoteliales, células epiteliales, fibroblastos, NK, NKT, queratinocitos, CDs
y Mas). Participan en la inmunidad innata, adaptativa y en la inflamacion
activando o regulando su respuesta, ademas estimulan el desarrollo de células
hematopoyéticas. Su nomenclatura esta determinada por el origen celular, es asi
como se denominan monoquinas las que son producidas por los macrofagos y
linfoquinas por los linfocitos. Por otra parte, las citoquinas que son producidas
por leucocitos y que actian sobre otro leucocito se llaman interleuquinas (IL).
Tienen funcidn autocrina (la citoquina actia sobre la misma célula que la produjo),
paracrina (citoquinas que actian sobre células cercanas a la que la produjo) y
endocrina (citoquina que actua de forma sistémica).

Las citoquinas se sintetizan en respuesta a la presencia de microorganismos
o antigenos que estimulan la inflamacién y las reacciones inmunitarias. La
secrecion es breve y autolimitada, influyen en la sintesis de otras citoquinas,
tienen accion local o sistémica e inician su efecto sobre la célula blanco al unirse
a su receptor de membrana.

Tienen accion i) pleiotropica, es decir, que una citoquina puede actuar sobre
diferentes tipos de células, ii) redundante cuando varias citoquinas cumplen
la misma funcion, ii1) sinérgicas cuando las citoquinas se potencializan entre
si, 1v) son antagonicas cuando una citoquina tiene el efecto contrario a otra.
Se encuentran clasificadas en interleuquinas (IL), Factores Estimuladoras
de Colonias (FSC), interferones (IFN), Factor de Necrosis Tumoral (FNT)
y quimioquinas.
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14.3.1.2. Sistema de complemento

Son mas de 30 proteinas efectoras del sistema inmune que en estado inactivo
se encuentran solubles en el plasma, actiian en cascada ya que una vez se activan,
la proteina opera como zimogeno (enzima) sobre la siguiente. Fueron descubiertas
en 1980 por Jules Bordet en el Instituto Pasteur cuando observo la lisis de una
bacteria (Vibrio cholerae) al mezclarla con un antisuero obtenido en ovejas contra
esa bacteria. Paul Erlich realizé experimentos y lo denomind complemento que
se define como “la actividad del suero sanguineo que complementa la accion de
los anticuerpos”.

Su objetivo principal es causar lisis de la membrana que activo el sistema 'y se
generan también otras funciones secundarias como es la inflamacion, la movilidad
celular, la opsonizacion para facilitar la fagocitosis, ayuda en la eliminacion de
complejos inmunes (Ag-Ac), potencializa la accion litica de cuerpos apoptoticos
y la sintesis de anticuerpos.

Figura 1.30. Sistema de complemento: vias de activacion del sistema de
complemento que confluyen en C3 para dar inicio a la via litica
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Nota: Elaboracion propia.
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Hay tres vias para poder activar el sistema de complemento: la via clésica,
la via alterna y la via de las lectinas, las cuales estdn compuestas de unidad de
reconocimiento que tiene como funcidn reconocer el patdégeno que estimulo la
activacion del complemento, una unidad de activacion y una unidad de ataque
que finaliza en la formacion de un poro inductor de lisis de la membrana de la
célula blanco (figura 1.30).

14.3.1.3. Receptores de membrana en la inmunidad innata

* Receptores Semejantes al Toll (TLR)

Existen unos receptores que se encuentran sobre células de la inmunidad innata
denominados Receptores de Reconocimiento de Patron (PRR) que reconocen
propiedades conformacionales conservadas de los microorganismos. Entre
estos receptores se encuentran los receptores tipo Toll (TLR), son una familia
de receptores que se encuentran en la membrana de las células de la inmunidad
innata, células epiteliales, células vasculares e intestinales, donde se desencadena
una serie de sefiales intracelulares para dar como resultado la produccion de
citoquinas proinflamatorias; ademas, facilitan el reconocimiento de patdégenos
para la fagocitosis.

Los TLR de membrana reconocen patogenos extracelulares (bacterias,
parasitos, hongos) y los TLR que se encuentran en la vacuola citoplasmatica
reconocen virus RNA y DNA y algunos microorganismos intracelulares.

*  Moléculas de adhesion celular

Son proteinas que se encuentran en la superficie de las membranas de células
del sistema inmune tanto innato como adaptativo. Pueden ser constitutivas, es
decir que hacen parte estructural de la membrana o pueden ser inducidas, es decir
que requieren de un estimulo, generalmente de citoquinas, para su expresion en
la membrana de la célula. La funcion que cumplen estas moléculas es la adhesion
entre dos células y la transmision de sefales para que la célula realice su repuesta
efectora como expresion génica, cambios fenotipicos de induccion o expresion
de moléculas en la membrana celular, que llevan a un cambio de estado en la
activacion celular o estan activadas para realizar migracion celular (figura 1.31).

La clasificacion de estas moléculas estd dada por la superfamilia de las
inmunoglobulinas, las selectinas, JAMs, las cadherinas y las integrinas. La
interaccion entre estas moléculas cuando actiian como receptor y ligando puede
ser homofilica (entre la misma familia) o heterofilica (entre familias diferentes).
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Figura 1.31. Moléculas de adhesion celular. Interaccion entre los diversos tipos de
moléculas de adhesion
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Nota. Elaboracion propia

1.4.3.2. PROTEINAS DEL SISTEMA INMUNE ADAPTATIVO

14.3.2.1 Anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas (1g)

Son glicoproteinas de alta especificidad para el antigeno que los estimul6 con
el fin de activar diversas respuestas del sistema inmune para su inactivacion o
eliminacion, como es la activacion del complemento, la fagocitosis y la actividad
citotoxica, entre otras. Estas moléculas son producidas por los linfocitos B
que posteriormente se transforman en las células plasmaticas o plasmocitos,
productoras de los anticuerpos o inmunoglobulinas que se encuentran en
circulacion en el plasma de la sangre, la linfa y estan en las mucosas del organismo.

Estan conformadas por dos cadenas pesadas y dos livianas las cuales a su vez
tienen regiones constantes y variables, ademas posee dominios que son los que
cumplen las funciones biologicas del anticuerpo (figura 1.32).
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Figura 1.32. Anticuerpo. Estructura de un anticuerpo
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Nota. Elaboracion propia.

Hay cinco tipos de anticuerpo que se secretan: IgG, IgM, IgA, IgD e
IgE, los cuales en su dominio y regioén variable unen de manera especifica
el antigeno. Una vez reconocen el antigeno, el anticuerpo ejerce funciones
como la activacion del complemento, sirve como opsonina para facilitar la
fagocitosis del microorganismo, neutraliza virus y toxinas, permite que se lleve
a cabo la citotoxicidad mediada por anticuerpos realizada por las NK, activa
a los eosinofilos para eliminar parasitos, induce la inflamacion al activar a los
basdfilos liberadores de histamina, son los responsables de las reacciones de
hipersensibilidad en las alergias, transfieren inmunidad al recién nacido y en las
mucosas forman una barrera especifica contra patdgenos.
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CAPITULO 2
RESPUESTA INMUNE INNATA

2.1. FACTORES DETERMINANTES EN LA FUNCION DE LA INMUNIDAD
INNATA

Un individuo sano se encuentra protegido contra gérmenes que pueden llegar
a ser nocivos, estos pueden estar en el medio ambiente y entrar en contacto con
el organismo desde el mismo momento del nacimiento. La respuesta inmune
innata, que es de accion inmediata y carente de memoria inmunoldgica, posee
mecanismos inespecificos de reconocimiento del patdgeno, ya que actia contra
una gran diversidad de agentes potencialmente infecciosos y no depende de una
experiencia previa de contacto con el agente. La defensa contra el patogeno la
realiza de manera eficaz desde el mismo momento de ingreso al organismo y durante
las primeras fases de agresion (0 a 5 dias). Si esta respuesta no logra eliminar el
patogeno, por lo menos lo tiene bajo control mientras se desarrolla la respuesta
inmune adaptativa, la cual requiere de mas tiempo para su desarrollo y eficacia.

Larespuesta inmune innata reconoce componentes estructurales propios de los
microorganismos patdogenos que no se encuentran en las células de los mamiferos,
es incapaz de reconocer particulas que no son de origen microbiano, a diferencia
de la inmunidad adaptativa que tiene la propiedad de reconocer una amplia gama
de sustancias extrafias, sean o no producidas por un microorganismo.

Los patogenos usan los tejidos del cuerpo humano de diferentes formas: viven, se
multiplican y en algunos momentos pueden causar dafio al huésped. Estos agentes
se pueden clasificar en intracelulares, que son los que requieren estar dentro de
una célula para su sobrevivencia y replicacion, y los extracelulares que se pueden
multiplicar en los espacios intercelulares del huésped. Entre los agentes intrace-
lulares estan los virus, las bacterias y los parasitos intracelulares (micobacterias y
parésitos como Plasmodium, por ejemplo) ) y los antigenos tumorales. La mayoria
de parasitos, bacterias y hongos son microorganismos extracelulares.

Dependiendo del sitio donde los microorganismos se encuentren, determina
el tipo de respuesta inmune. Si los microorganismos se encuentran fuera de la
célula, el sistema del complemento, los anticuerpos o los fagocitos, tienen acceso
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al patdgeno para su eliminacion, contrario sucede con los microorganismos
intracelulares, en este caso se requiere primero destruir la célula que esta
parasitando por medio del sistema de complemento y las NK y asi acceder al
patoégeno para su eliminacion.

Un factor a tener en cuenta son las diferencias en la susceptibilidad de las
distintas especies frente a los patogenos. Por ejemplo, la rata es resistente
a la difteria, mientras que el cobayo y el humano son muy susceptibles. La
susceptibilidad a una infeccion no siempre implica falta de resistencia a la
enfermedad causada por el agente.

Factores genéticos como no genéticos influyen en la variabilidad que existe
en relacion con el nimero y funcidn de las células, asi como en la concentracion
de las proteinas del sistema inmune. Se han realizado estudios sobre el impacto
de los factores ambientales, genéticos y del microbioma intestinal sobre la
produccion de las citoquinas como principales proteinas amplificadoras de la
respuesta inmune, lo que permite que algunas personas sean mas susceptibles
a desarrollar infecciones mientras que otras no. Factores ambientales como
las estaciones, han permitido analizar cémo influyen en la produccién de las
citoquinas, lo que explica en alguna medida, la aparicion de enfermedades
inflamatorias. En relacion con el microbioma, se ha observado que en respuesta
a patogenos concretos, algunas bacterias de la flora intestinal influyen en la
produccion de algunas citoquinas.

Ademas, la variacion genética tienen un peso importante en la produccion de
citoquinas para aportar en la resistencia a la infeccion y esta depende del tipo de
estimulo antigénico que se presente, si es de origen bacteriano, viral o fingico.

La edad es otro factor determinante en la resistencia o no a las infecciones,
ya que se conoce que las infecciones son mas graves en la infancia y estd
relacionada con la inmadurez inmunoldgica del individuo que afecta la capacidad
de enfrentarse y reaccionar contra agentes extrafios. Caso contrario sucede en
enfermedades como la varicela y la poliomielitis en las que la enfermedad clinica
es mas grave en adultos que en niflos, posiblemente debido a que la respuesta
inmune es mas activa y causa mas dafio tisular. En los ancianos hay disminucion
general de la actividad del sistema inmune, que aunado a anomalias fisicas,
aumenta la susceptibilidad a infecciones.

Por otra parte, puede haber disminucion a la resistencia a las infecciones
cuando hay anormalidades en la actividad enzimatica u hormonal, como en el caso
de la diabetes mellitus, el hipotiroidismo, etc. A pesar de que no hay diferencias
significativas en la resistencia a infecciones entre los sexos, la incidencia e indice
de mortalidad es mayor en los varones por enfermedad infecciosa, aunque en
casos como la tosferina y hepatitis la morbilidad y mortalidad se incrementa
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en las mujeres. Otro factor que incide en la resistencia o susceptibilidad a las
infecciones es la raza; la raza negra es mas susceptible a la coccidioidomicosis
y a la tuberculosis, en cambio es mas resistente a la malaria.

Factores nutricionales pueden incidir en la resistencia o susceptibilidad a la
enfermedad infecciosa, asi, una alimentacion baja en nutrientes esta relacionada
con el incremento de infecciones bacterianas ya que hay disminucidén en nimero y
actividad de los leucocitos. Sin embargo, esto también afecta la patogenicidad de
los virus y pardasitos intracelulares, al no encontrar el microambiente nutricional
optimo en la célula, lo que afecta la multiplicacion intracelular del patogeno.
La nutricion escasa esta también relacionada con condiciones ambientales
inadecuadas, condiciones sanitarias deficientes y la sobrepoblacion, los cuales
son factores que favorecen el incremento de la frecuencia de las infecciones.

2.2. BARRERAS DE LA INMUNIDAD INNATA

La inmunidad innata es un complejo sistema de defensa que posee el
organismo humano desde que nace y consta de barreras fisicas, anatdmicas,
celulares, quimicas y proteicas, que le permiten proteger al organismo contra
todos los posibles agentes con los que se entra en contacto (tabla 2.1).

Tabla 2.1. Barreras de la inmunidad innata: componentes fisicos, quimicos, celulares
¥ proteicos que actuan contra un agente agresor por parte de la inmunidad innata

BARRERAS DE LA INMUNIDAD INNATA

Anatomicas Piel, mucosas, microbioma, secreciones (moco, saliva, sudor,
lagrima, orina, semen), cilios

Fisiologicas Temperatura, pH bajo, mediadores quimicos: lisozima, proteasas,
acidos grasos, acidos lactico, Sistema de complemento,
receptores Toll (TLR), colectinas, péptidos antimicrobianos
(defensinas, criptocidinas), citoquinas

Fagociticas/endociticas ~ PMN, macréfagos y células dendriticas

Linfocitos intraepiteliales  Linfocitos T yd

Linfocitos B1
Citotoxicas NK, NKT, eosinéfilos
Inflamatorias Proteinas séricas, vasodilatacion, baséfilos y mastocitos

Como barrera anatémica de mayor extension esta la piel, que posee dos
capas distintas: una externa mas delgada, la epidermis, compuesta por varias
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capas de una gran densidad de células epiteliales, células muertas y queratina
que es una proteina impermeable que los microorganismos no pueden digerir.
La otra capa, més gruesa, la dermis, estd compuesta por tejido conjuntivo,
conectado a vasos sanguineos, foliculos pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas.
La piel constituye la primera barrera que tiene el organismo contra los agentes
patogenos, es impenetrable, por lo tanto proporciona una alta proteccion contra
las infecciones y solo es vulnerable cuando hay lesiones que permiten el ingreso
de los patdgenos. La sequedad de la piel, la alta concentracion de sal del sudor
y los éacidos grasos de las secreciones sebaceas, actian como bactericidas y
fungicidas y constituyen un mecanismo eficaz contra de la infeccion.

En la piel hay sustancias microbicidas como el 4cido lactico, aminodcidos,
acido trico y amoniaco, que son producidos por las glandulas sudoriparas y le
confieren al sudor un pH de 5,5 que actia como microbicida, ademas, las células
epiteliales de la piel producen péptidos antimicrobianos de amplio espectro contra
bacterias y hongos como las defensinas. Por otra parte, las glandulas sebaceas
al producir triacilglicéridos, dcidos grasos libres y alcoholes, forman un manto
acido que actia como barrera para bacterias, virus y otros contaminantes que
pueden penetrar en la piel, ademas de mantener la integridad de la piel, también
tienen propiedades pro y antiinflamatorias (tabla 2.2).

Otra barrera son las mucosas, sin embargo, a través de ellas se facilita un
contacto estrecho entre el organismo y el medio ambiente y es la manera mas
frecuente para que la mayoria de los agentes infecciosos ingresen al organismo.
La superficie mucosa en el cuerpo humano, incluye las mucosas de la cavidad
oral, de las vias respiratorias, del tracto genitourinario y gastrointestinal. Estas
superficies mucosas contienen cilios cuya accién y movimiento permiten el
barrido de las secreciones que contienen el material extraio, y el moco producido
por las células que componen la mucosa, atrapan el microorganismo con el fin
de evitar su colonizacion.

Es el caso de la funcion de la mucosa en el arbol respiratorio, que toman el
material de la faringe para ser deglutido, una vez en el estbmago el dcido destruye
los microorganismos, el tubo digestivo no tiene cilios, pero el moco atrapa
los microorganismos que junto con el peristaltismo de la mucosa, no permite
la multiplicacion excesiva del agente; por otra parte, el epitelio del intestino
produce péptidos antimicrobianos llamados criptocidinas, que actuan contra
microorganismos que se localizan en las criptas del intestino.

Ademas, las secreciones nasales y la saliva se convierten en una trampa para
particulas que ingresan por esta via, que al contener mucopolisacéridos, bloquean
algunos patdgenos como los virus. Las secreciones producidas por las mucosas
como las lagrimas, secreciones del arbol respiratorio, del tubo digestivo y vias
genitourinarias, contienen lisozimas que acttian contra bacterias Gram positivas.
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La accion de arrastre de las lagrimas y de la orina, impide que las bacterias
colonicen debido al alto flujo de las secreciones producidas.

Otra barrera es el microbioma que estd conformado por organismos
comensales que causan poco dafio en el tejido que habita en el huésped, mientras
que los patoégenos danan los tejidos causando enfermedad. Los comensales se
encuentran en la piel, la mucosa oral, gastrointestinal, genital y en la conjuntiva,
donde colonizan formando el microbioma compuesta de bacterias, arqueas
y hongos. Estos cumplen funciones importantes, como procesar el alimento
digerido, producir vitaminas, impedir la colonizaciéon de microorganismos
patogenos, producir moléculas antibacterianas en el intestino como la colicina,
producida por la Escherichia coli, 1a cual incapacita a otras bacterias a colonizar
la mucosa intestinal.

La barrera epitelial esta formada por las cavidades serosas y alli se encuentran
los linfocitos T intraepiteliales (LT y0) y linfocitos B1, los cuales se consideran
como células de la inmunidad innata ya que son inespecificos y no dejan memoria;
en la barrera epitelial estas células actian como guardianes en zonas donde
habitualmente hay invasion de microorganismos los cuales son reconocidos y
responden contra ellos para eliminarlos. Los linfocitos T intraepiteliales poseen
el receptor TCR Y0, que reconoce una variedad limitada de antigenos de tipo
glucolipidos y que son presentados por el receptor CD1, localizado en la superficie
de las células epiteliales del intestino, accidon semejante a la presentacion de
antigenos por parte del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH).

Otra poblacion celular dentro de la linea linfoide que se encuentra restrin-
gida por la presentacion de CD1, son los linfocitos NKT, que ejercen accion
citotoxica frente a células tumorales e infectadas con virus; ambas poblaciones
de linfocitos se encuentran clasificadas en una categoria especial dentro de la
inmunidad innata, cuya respuesta efectora es producir citoquinas que activen
los fagocitos y la respuesta inflamatoria, la cual participa en la eliminacion del
patdgeno sin producir memoria. Los linfocitos B1, que igualmente tienen una
diversidad limitada de reconocimiento de antigenos, sintetizan inicamente In-
munoglobulina M (IgM) contra lipidos y polisacaridos como la fosforilcolina
y lipopolisacéridos que estan contenidos en la membrana de muchos microor-
ganismos, no hacen mutacion somatica, es decir no pueden sintetizar los otros
tipos de inmunoglobulinas y no dejan memoria.

Otra célula de la inmunidad innata con funcion efectora citotoxica ademas
de las NKT, es la célula asesina natural o linfocito NK. Esta subpoblacion de
linfocitos destruye células infectadas por microorganismos intracelulares, células
tumorales y células que ya no expresen moléculas del CMH Clase [; ademas, las
NKT sintetizan citoquinas especialmente el interferon gamma (IFN vy), el Factor
de Necrosis Tumoral alfa (FNTa), participan en la regulacioén de la respuesta
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inmune, el rechazo de trasplantes de médula dsea, en la autoinmunidad y el
mantenimiento de los embarazos.

La accion de las NK depende de las sefiales generadas por receptores
activadores y reguladores denominados receptores KIR, de los cuales se han
caracterizado catorce receptores (seis son activadores y ocho son inhibidores);
cuando se unen los receptores inhibidores de las NK a moléculas del CMH
Clase I, la NK no se activa con el fin de inhibir la lisis de c€lulas propias y
normales del huésped. Por el contrario, si la célula del huésped esta infectada
con un virus, este no permite que la célula exprese CMH Clase I, lo que hace
que el receptor inhibidor no encuentre su ligando, entonces la NK sale de su
estado de inhibicion y destruye la célula infectada mediante la traduccion de
sefiales intracelulares que dan como resultado la liberacion de proteinas llamadas
perforinas que, como su nombre lo indica, perforan la membrana de la célula
dianay liberan granzimas que son enzimas que ingresan por estos poros e inducen
apoptosis causando lisis y muerte de la célula blanco (figura 2.1).

Figura 2.1. Accion de las células NK: cuando encuentran en la célula sana
moléculas HLA expresadas en su membrana inhibe la accion de las NK. Si estas
moléculas no se encuentran en las células afectadas, la NK se activa para la lisis de
la célula blanco

Célula Célula
sana enferma
inhibitorio

|
>— HLA Clase |

_
Inhibicién
_ Receptor .

activador

Receptor

activador

Ligando
Autoinducido, alterado, no propio

INHIBICION ACTIVACION

Nota. Elaboracion propia.

Otro mecanismo que poseen las NK para eliminar células afectadas, es que la
célula blanco se encuentre recubierta con anticuerpos tipo IgG, especificamente
IgG, e 1gG,; la NK mediante un receptor de membrana, FeyRlIlla, reconoce
estos anticuerpos atrapando a la célula blanco; esta union de receptores permite
que la NK traduzca sefales intracelulares para la produccion y liberacion de
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perforinas que producen poros en la célula infectada, mecanismo que se denomina
citotoxicidad mediada por anticuerpos que causa la muerte de la célula blanco
(figura 2.2).

Figura 2.2. Citotoxicidad de la NK mediada por anticuerpos: las IgG reconocen el

patogeno que se expresa sobre la membrana de la célula blanco y la NK reconoce

este complejo antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) e inicia su proceso de activacion para
dar como resultado la lisis de la célula afectada

Lisis

Nota. Elaboracién propia.

Los eosinofilos juegan un papel importante en la inmunidad innata en la
proteccion contra parasitos, especialmente helmintos y actia en enfermedades
alérgicas como el asma.E stas células tienen receptores para la porcion Fe de la
IgG y delaIgE. El mecanismo de accion inicia con la unién de los receptores del
eosinofilo a la porcion Fe de los anticuerpos que reconocen al parasito; esta accion
permite que se genere una traduccion de sefiales en el eosinodfilo que lo activa
a realizar la liberacion de sus granulos, estos tienen proteinas catidnicas como
la proteina basica principal, proteina cationica eosinofilica y enzimas como la
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peroxidasa eosinofilica, hidrolasas lisosdmicas y lisofosfolipasas, moléculas que
son toxicas porque degradan las paredes celulares de los helmintos y protozoos
causando la muerte de este tipo de patogenos (figura 2.3). Otras funciones del
eosinofilo es actuar en contra de algunas bacterias y células del huésped y la
remodelacion del tejido afectado.

Figura 2.3. Accion citotoxica del eosindfilo que la ejerce cuando es activado por
la IL-5 y une los receptores Fce de la membrana del eosindfilo con la IgE que ha
reconocido al parasito. Esta union da como resultado la liberacion de enzimas que
producen poros en la membrana del parasito causando su muerte

ACTIVACION DEL EOSINOFILO

Nota. Elaboracion propia.

Finalmente, dentro de la dindmica de la respuesta inmune innata, es importante
tener en cuenta que esta se inicia de manera inmediata cuando el patdogeno se
establece en el tejido u 6rgano; posteriormente se da la fase inductiva en la que
el agente infeccioso que logra colonizar incrementa sus cantidades a medida
que se multiplica y si este valor logra sobrepasar la concentracion del umbral
del antigeno, se inicia la respuesta inmune adaptativa; sin embargo, el patégeno
sigue multiplicandose de manera restringida por la accion de la respuesta inmune
innata. En la fase efectora, después de 4 a 7 dias se activa la respuesta humoral y
celular especifica contra el patdgeno para iniciar con la memoria inmunoldgica y
se logre la depuracion del antigeno. Por ultimo, cuando la infeccion se ha logrado
eliminar y la dosis del antigeno ha descendido por debajo del umbral de respuesta,
esta queda regulada y las células y proteinas de memoria y las células efectoras
residuales protegen al individuo de manera prolongada contra una reinfeccion
causada por el mismo agente.
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2.3. SISTEMA DE COMPLEMENTO

Descubierto en 1890 por Jules Bordet del Instituto Pasteur, quien analiz6
la capacidad litica de un antisuero contra el Vibrio cholerae, actividad que
fue eliminada al calentar el antisuero; su accion bacteriolitica fue restaurada
al adicionar suero fresco sin anticuerpos contra la bacteria, pero fue incapaz
de destruir por si solo el microorganismo. Bordet analizd estos resultados y
concluyo que se requieren dos sustancias diferentes: anticuerpos antibacterianos
especificos, los cuales sobreviven al calentamiento y un segundo componente
labil a temperaturas altas, con capacidad de producir lisis del microorganismo
que denominé Sistema de complemento, término que Paul Erlich implemento
luego de realizar experimentos, y lo definié6 como “la actividad del suero que
complementa la accion del anticuerpo”.

Este sistema de complemento estd compuesto por un grupo complejo de
mas de treinta proteinas y glucoproteinas que las sintetizan: los hepatocitos,
monocitos, macrofagos y células epiteliales del aparato digestivo y genitourinario;
se encuentran de forma soluble en suero o plasma y en forma insoluble en la
superficie de la membrana de la célula blanco. Las proteinas que circulan en
suero o plasma actian como proenzimas, que es el estado funcional inactivo
denominado zimégeno, que solo pueden ser enzimaticamente activas después
del corte proteolitico causado por otra proteina del complemento que hace que
se fragmenten en dos moléculas de diferente tamafio, el inhibidor de la proteina
es eliminado y expone el sitio activo, adquiriendo una actividad enzimatica
proteolitica en cascada, la cual genera un fragmento que se fija a la membrana
de la célula a lisar, y un fragmento que es soluble y producen otras funciones
efectoras importantes en la respuesta inmune innata y adaptativa.

Entre las funciones del sistema de complemento, la principal y objeto de la
activacion, es la lisis de la célula blanco que pueden ser células apoptoticas,
bacterias y células infectadas con virus. En la accion proteolitica de las moléculas
del complemento que se activan en cascada, genera dos fragmentos, uno de mayor
tamafio que se fija a la membrana de la célula blanco y otra de menor tamafio
que queda libre en el plasma o suero, denominadas anafilotoxinas.

Las anafilotoxinas cumplen funciones proinflamatorias, produccion de
moléculas inmunorreguladoras, promueven la activacion de los LB para
producir anticuerpos, depuran el sistema inmune al degradar complejos inmunes
circulantes que deposita en el bazo e higado, activa la quimiotaxis (movimiento
celular dirigido) y promueve la opsonizacion al marcar el microorganismo en
su membrana para facilitar la fagocitosis.

Por otra parte, se ha observado que el complemento juega un papel
significativo en enfermedades relacionadas con la edad, incluyendo la enfermedad
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de Alzheimer, enfermedades relacionadas con la degeneracion macular y
osteoartritis, aunque su mecanismo de accidon ain no es claro.

El sistema de complemento estd compuesto por tres vias de activacion: la
via clasica, la via alterna y la via de las lectinas (figura 2.4). Cada una de estas
vias esta conformada por proteinas que reconocen los componentes adheridos
a la membrana celular o los que son constitutivos de esta, luego la conforman
proteinas que activan la via del complemento y se produce la liberacion de las
anafilotoxinas y por ultimo, se encuentra la unidad de ataque de membrana que
es la productora de poro inductor de lisis celular (tabla 2.2).
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Figura 2.4. Esquema de activacion del complemento por la via clasica (azul),
alterna (amarillo) y lectinas (verde) hasta llegar al Complejo Ataque de Membrana
(CAM) para la formacion del poro inductor de la lisis de la célula blanco y la
liberacion de las anafilotoxinas (fucsia).

Convertasa del C5

CELULA BLANCO

Convertasa C3
Convertasa del C5

2Cir § 2C1s

@ via cLasica (B via LecTiNAs () via ALTERNA [0 ANAFILOTOXINAS

Nota. Abreviaturas: proteasas de serina (MASP), ligando de union a la manosa (MBL),
lipopolisacarido (LPS), factor D (FD), factor B (FB). ). Nota: Elaboracion propia.
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Tabla 2.2. Vias del sistema de complemento: componentes y caracteristicas de

activacion

Caracteristica Via clasica Via alterna Via lectinas
Componentes de Clq, Clr, Ausencia de factor MBL (lectina ligadora de
reconocimiento  Cls H,iC3b, properdin manosa), MASP1, MASP2

(proteasas de serina)
Componentes de  C4,C2,C3 C3, Factor B, D C4,C2,C3
activacion
Componentes del C5,C6,C7,C8,C9 C5, C 6, Cs, Co, Cc7,
Complejo Ataque C7, C8,C9 C8 ,C9
de Membrana
(CAM)
Quien activa IgM, 1gG1,IgG2, Polisacaridos, inu- Monosacaridos

IgG3 lina, lipopolisaca-
ridos,

zimosan, IgG4, IgA

Deficiencia de aci- Presencia de manosa

do sialico

Presencia de
Ag-Ac

Condicion para
que se active

2.3.1. VIA CLASICA

La condicion para que se active esta via es que exista un complejo Ag-Acy
los anticuerpos que la pueden activar son, en orden descendente de activacion,
la IgM, IgG3, IgG1 y la IgG2. Para que suceda esta activacion, una vez hay un
complejo Ag-Ac, los dominios que se encuentran en el fragmento Fc de laregion
constante de los anticuerpos, sufren cambios conformacionales para exponer el
sitio de unidn entre ese dominio del anticuerpo y el primer componente de esta
via que es la molécula C1q. La molécula Clq esta conformada por 18 cadenas
polipeptidicas unidas entre si para formar seis brazos de triple hélice, de los
cuales sus extremos globulares se unen al dominio CH2 de la IgG o al dominio
CH3 de la IgM (figura 2.5).

Proteina de 400 kDa formada por dieciocho cadenas peptidicas agrupadas
de tres en tres para formar seis subunidades en forma de Y unidas en el tallo
que terminan en una cabeza globular no helicoidal que se unen a la porcién Fc
del Ac. Estas estructuras que conforman las cabezas globulares, deben unirse a
dos sitios de union de la porcion Fe de los anticuerpos, es decir que se requieren
dos IgG que se encuentren a 20-30 nm de distancia entre ellas para fijar una
molécula C1q, o una molécula de IgM (posee cinco porciones Fc) para que se
fije una molécula Clq.
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Figura 2.5. Molécula Clq: estructura polimérica de la molécula Clg

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

LaIgM tiene cinco porciones Fc (pentdmero) y una vez reconoce la membrana
del antigeno, se une a ella en forma de grapa, en la cual se exponen por lo menos
tres sitios de union para Clq (figura 2.6), es de anotar que la IgM que se encuentra
en circulacion tiene forma plana, los sitios de unidon para C1q no se encuentran
expuestos, por lo tanto, no puede fijar la molécula Clq, solamente cuando se
dobla al reconocer el antigeno.

Figura 2.6. Unidad de reconocimiento unida a los anticuerpos IgG e IgM: (4) union
de la molécula Clq a la IgM que se encuentra plegada sobre la membrana del
patogeno que reconocio. (B) Union de la Clq a dos moléculas de IgG

Ciq

A B

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com
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Una vez sucede la union Clg-Ac, dos moléculas de Clr y dos moléculas de
C1s que se encuentran en circulacion se adhieren formando el complejo C1qr2s2
el cual es estabilizado por iones de Ca™, quedando conformada la unidad de
reconocimiento del complejo Ag-Ac. Cada molécula de Clr y Cls tiene un
dominio catalitico y otro de interaccion con la molécula Clq (figura 2.7).

Figura 2.7. Formacion de la unidad de reconocimiento por la via clasica que
reconoce dos anticuerpos 1gG a la que se une una molécula Clq y dos moléculas
Clry dos Cls para conformar la unidad de reconocimiento del complejo Ag-Ac

Membrana
bacteriana / /
ocelular / /

<

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

Launion de lamolécula Clra Clq, hace que Clr se convierta en una proteasa
de serina activa, que fragmenta a Cls quedando con actividad enzimatica sobre
C4y C2. C4 se hidroliza por accion de Cls, dando como resultado un fragmento
pequenio denominado C4a que queda libre en suero (anafilotoxina) y el fragmento
de mayor tamafio C4b, se fija muy cerca al sitio donde se encuentra C1 en la
superficie de la célula a lisar. Cls fragmenta igualmente a C2 en C2b que es el
fragmento de menor tamafio (anafilotoxina) y C2a, que se fija en la membrana
muy cerca al sitio de union de C4b. El complejo C4bC2a se denomina la
convertasa del C3, la cual activa y fragmenta el C3 circulante en dos, C3a que
queda en circulacion (anafilotoxina) y C3b que se fija al lado de la convertasa
de C3 (figura 2.8).
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Figura 2.8. Reconocimiento y activacion via clasica por la presencia de una complejo
Ag-Ac. En la figura se observa la union de dos IgG unidas a la célula blanco, donde
se forma la unidad de reconocimiento, las convertasas de C3 y de C5 y se llega al
Complejo Ataque de Membrana para producir el poro que induce la lisis celular
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El complejo trimolecular C4bC2aC3b se denomina la convertasa de C5, que
actua proteoliticamente sobre C5 fraccionandolo en C5a que queda en circulacion
(anafilotoxina) y C5b que se adhiere a la membrana de la célula blanco en un
lugar diferente al de las convertasas e inicia la etapa final denominada Complejo
de Ataque de Membrana (CAM). C5b es un fragmento muy labil y es estabilizado
por C6, a medida que se une C5bC6 y C7 se forma un complejo estructural que
expone las regiones hidréfobas para permitir que se inserte el complejo C5bC6C7
dentro de la bicapa de fosfolipidos.

El complejo C5bC6C7 induce un cambio conformacional en C8 que expone
una region hidrofoba que interactia con la membrana plasmaética (figura 2.8). El
complejo C5bC6C7C8 forma un pequefio poro de 10 A de didmetro. Al complejo
C5bC6C7CS8 lo rodean 10 a 17 moléculas de C9, las cuales se polimerizan y
logran atravesar la membrana de la célula blanco formando un poro de un tamafio
de 70 a 100 A, a través de este microtubulo, los iones y pequefias moléculas se
difunden con libertad, ingresa agua y pierde electrolitos, lo que hace que la célula
pierda su estabilidad osmotica, estalle y muera (figura 2.9).

Figura 2.9. Complejo Ataque de membrana (CAM) compuesto por C5b que fija las
moléculas C6, C7, C8 y 12 moléculas de C9 las cuales forman el poro inductor de lisis
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Nota. Elaboracion propia.

2.3.2.  VIA LECTINAS

Las lectinas son proteinas que reconocen carbohidratos. La via de las lectinas
no requiere la presencia de anticuerpos para su activacion, sino que sucede cuando
los patrones de reconocimiento se unen a los componentes de la membrana
del patdgeno. Dentro de los patrones de reconocimiento estan la Lectina de
Unidn a la manosa (MBL) y las ficolinas (ficolina-1, ficolina-2 y ficolina-3),
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cuya estructura es semejante a la molécula Clq, y las colectinas (colectina-10 y
colectina-11). La MBL reconoce moléculas de polisacaridos con cadenas laterales
de manosa o glucosa; las ficolinas se unen a residuos de N-acetilglucosamina
que se encuentran unidos a carbohidratos o glucoproteinas de la superficie de los
microorganismos (Salmonella, Neisseria, Cryptococcus neoformans, Candida
albicans, entre otras); las colectinas se unen a lipopolisacaridos de la membrana
de los microorganismos.

Las proteasas de serina MASP1 y MASP2, tienen funciones semejantes a Clr
y Clsde la via clasica, y forman un complejo con los patrones de reconocimiento
MBL o ficolina, mostrando una actividad catalitica para C4 y C2 (figura 2.10).

Figura 2.10. Complejo Lectina Ligadora de Manosa MBL+MASP1 y MASP?2
reconociendo manosa y ficolina + MASP1 MASP?2 reconociendo N- acetilglucosamina

Lectina ligadora de Ficolina
manosa
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Manosaen la N -acetilglucosamina en
Superficie del microbio la pared bacteriana

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

Al tener actividad catalitica sobre C4 y C2 se producen las anafilotoxinas
C4ay C2by en la membrana de la célula blanco se forma la convertasa del C3
(C4bC2a) que clivaa C3 en C3a (anafilotoxina) y C3b (figura 2.11). El fragmento
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C3Db se une a la convertasa del C3 y se forma la convertasa del C5, clivando a
C5 en C5a (anafilotoxina) y C5b que se fija en la membrana de la célula blanco
para iniciar el CAM (figura 2.9).

Figura 2.11. Activacion de la via de las lectinas al reconocer la manosa como
componente estructural del microorganismo fracciona las moléculas para producir
las convertasas de C3 y de C5 para formar el Complejo Ataque de Membrana que
produce el poro en la membrana de la célula blanco
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2.3.3.  VIA ALTERNA

En la via alterna, también denominada la via del properdin, es una de las
primeras respuestas de la inmunidad innata que se activa frente al microorganismo
invasor, especialmente de caracter bacteriano, en donde se requiere que la
célula blanco sea deficiente en acido sidlico. El properdin es una proteina que
es producida por los macréfagos, los linfocitos T y los neutrofilos y se requiere
para estabilizar a la convertasa del C3 producida por esta via.

Uno de los componentes del sistema de complemento de mayor concentracion
es el C3, que implica la exposicion e hidrélisis del enlace tioester de una pequena
cantidad de esta molécula que genera una forma del C3 llamada iC3b, reaccion
que no implica ruptura de la molécula C3 y que por ausencia del factor regulador
H en la membrana de la célula blanco, permite que la via alterna se active.

La forma iC3b se une al factor B que se encuentra inactivo, pero que lo
hace susceptible a la actividad enzimatica proteolitica del factor D en presencia
de Mg™™", generando dos fragmentos, uno de menor tamafio y soluble Ba
(anafilotoxina) y uno de mayor tamafio Bb, que se adhiere a la membrana de
la célula blanco y se une al fragmento C3b. El complejo C3bBb es una enzima
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que es estabilizada por el properdin y se denomina convertasa del C3 por la via
alterna, tiene actividad proteolitica sobre C3 (figura 2.12).

Esta convertasa fragmenta a C3 en C3a (anafilotoxina) que queda soluble y
C3b que se une a la convertasa del C3 por la via alterna, formando la convertasa
del C5, C3bBbC3b, que fragmenta a C5 en C5a (anafilotoxina) y C5b que se fija
en la membrana de la célula blanco en otro lugar diferente al de las convertasas,
llegando la via alterna al Complejo Ataque de Membrana (CAM) (figura 2.9).

Figura 2.12. Activacion de la via alterna para causar la lisis de la membrana de la
célula blanco

C3b8b C3b
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R Convertasa C5 l
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Nota: Elaboracion propia.

2.3.4.  ANAFILOTOXINAS

Durante la activacion del complemento se fraccionan las moléculas que lo
componen por la actividad catalitica de sus proteinas activas, generando dos
fragmentos, uno de menor tamafio designado con la letra a y los de mayor tamafio
designado con la letra b, excepto con la molécula C2 donde el fragmento grande
es C2ay el pequefio C2b. Con relacion a la molécula C3, cuando se activa se
fracciona en C3a y C3b; C3b da origen a iC3b, C3dg, C3e y C3d cumpliendo
igualmente funciones importantes en la respuesta inmune (tabla 2.3).

Los fragmentos pequefios que quedan solubles en el plasma se denominan
anafilotoxinas, mientras que los de mayor tamafio se fijan en la membrana de la
célula blanco para continuar con la cascada del complemento. Las anafilotoxinas
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cumplen funciones amplificadoras de la respuesta inmune tanto en la inmunidad
innata como la adaptativa, funciones que estan relacionadas en la tabla 2.3.

Tabla 2.3. Funcion de las anafilotoxinas derivadas de la activacion de las moléculas
de complemento

C4a Inflamacion: produce anafilaxis en menor grado compradacon C3a,
actividad quimiotéctica de baja potencia comparada con C3ay C5a

C4b Opsonizacion: recubre el patdgeno para activar a los fagocitos,
aclaramiento de inmunocomplejos, quimiotaxis

C2b Inflamacion: la procinina es fragmentada para producir cinina, responsable
de la formacion de edema; induce liberacion de histamina por parte de los
mastocitos

C3a Inflamacion: activa basoéfilos y mastocitos para liberar histamina que

aumenta la permeabilidad vascular y la contraccion del musculo liso
(anafilaxis); solubilizacion de inmunocomplejos; quimiotaxis; estimula la
expresion de moléculas de adhesion en el endotelio vascular que favorece
la migracion de leucocitos.

C3b Opsonizacion: recubre el patdgeno para activar a losfagocitos; induce
quimiotaxis en menor grado; aclaramiento de inmunocomplejos

iC3b Aclaramiento de inmunocomplejos, opsonina, fagocitosis, quimiotaxis,
anclaje al endotelio, diapédesis

C3d Citolisis, atrapamiento de complejos en centros germinales,
estimula al LB para producir anticuerpos

Ce Estimula salida de PMN de médula a circulacion sanguinea

C3dg Citdlisis, atrapamiento de complejos en centros germinales

C5a Potente activador de la quimiotaxis, inflamacién, opsonizacion, activa

sistema de coagulacion

Ba Inmoviliza macrofagos

2.3.5. RECEPTORES PARA LAS MOLECULAS DEL SISTEMA DE COMPLEMENTO

La actividad bioldgica de las moléculas de complemento depende de la
union de cada una de ellas con los receptores que se expresan en la superficie de
varios tipos de cé€lulas. El receptor mejor caracterizado es el que une moléculas
C3, ademas esta el receptor para C3a, C4a y C5a. Cuando las moléculas
de complemento que actuian como opsoninas, recubren los patdégenos para
convertirlos en objetivo para los PMN y M¢ y facilitar la fagocitosis. Ademas de
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la activacion celular, estas moléculas y su receptor juegan un papel importante
en la inflamacion y en la regulacion del sistema de complemento (tabla 2.4)

Tabla 2.4. Receptores de las moléculas del complemento

CR1 (CD35) C3bC4b GR, PMN, Mo, Eos, Inhibe formaciéon de convertasa
Cd foliculares, LB, C3, fija complejos inmunes a las
LT, glomérulo renal  células, actividad reguladora, es-

timula la fagocitosis

CDR2(CD21) C3d LB, CD foliculares Parte del correceptor de LB, aumenta
C3dgiC3b LT la produccion de Acs por parte del LB
CR3 (CD11b/18) iC3bLPS Monocitos, M@,PMN, Promueve la adhesion celular, faci-
ICAM-1 NK, LT lita la extravasacion, une complejos
inmunes
CR4 (CD11¢/18) iC3b Monocitos, Promueve la adhesion celular,
Mo,PMN, NK, LT estimula la fagocitosis
CRl1q Clq Mo,PMN, plaquetas Estimula fagocitosis. Une comple-

jos inmunes a fagocitos

ReceptorC3a/C4a C3aC4a Basofilos, célulasce- Induce desgranulacion debasofilos
badas, granulocitos  y mastocitos

ReceptorC5a C5a Basofilos, células ce- Induce desgranulacion de basofilos
badas, Mo, granuloci- y mastocitos, induce la expresion
tos, células endotelia- demoléculas de adhesion.
les, plaquetas

2.3.6. REGULACION DEL SISTEMA DE COMPLEMENTO

La funcionalidad del sistema de complemento es atacar microorganismos y
células extrafias, sin embargo, esta en capacidad también de reconocer y atacar
células propias. Para evitar esto, como mecanismo de regulacion, esté la labilidad
de sus componentes ya que sufren inactivacion espontanea si las moléculas no
son estabilizadas por accion de otras proteinas. La regulacion del sistema de
complemento se fundamenta en tres acciones:

»  Competicion ejemplo: inhibidor de C1 compite con C4 por la accion
enzimatica de la molécula Cls

* Inhibicion ejemplo: proteina S inhibe la union de C5b67 a su receptor

» Catdlisis ejemplo: factor catalitico de las convertasas disocia los
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componentes de las convertasas e inhibe su accidon y no permite la
amplificacion de la respuesta al no activar a C3 y a C5.

Cada uno de los componentes del sistema de complemento pertenecientes a
las tres vias de activacion, posee un inhibidor que permite la regulacion de este
sistema (tabla 2.5).

Tabla 2.5. Mecanismos reguladores del sistema de complemento

Inhibidor C1

Inhibidor de proteasa de serina:
causa disociacion de C1r2C1s2
de Clq

Reconocimiento en la via clasica

Proteina deunion de
C4b (C4BP)

Inhibe la formacion de la con-
vertasa de C3; cofactor para que
factor I fragmente a C4b

Activacion de la via clasica y
lectinas

Proteina que une C2

Regula la actividad de C2

Activacion de la via clasica y
lectinas

Factor I

Acelera el catabolismo de C4b,
C3b e iC3b que no permite la
formacion de la convertasa del C3

Activacion de la via clasica y
lectinas

Factor H

Inhibe la formacion de la conver-
tasa del C3 cofactor para la cata-
lisis de C3b y C4b por el factor I

Activacion de la via alterna

Factor catalitico de la
convertasa
DAF (CD55)

Acelera la disociacion de los
componentes de la convertasa del
C3ydelC5

Activacion de las vias clasica,
lectina y alterna

Proteina cofactor d e
membrana
(MCP, CD46)

Protege las células del huésped
que tienen C3b y C4b adherido
mediante la catalisis por parte
del factor I

Activacion de la via clasica,
lectina y alterna

Proteina S

Inhibe la union de C5b67 a su
receptor y evita la inserciéon en
la membrana

Complejo de ataque de membrana
(MAC)

Inhibidor de lisis de
membranaCD59

Inhibe la insercidon y unién de
C5b678 y bloque la union de C9

Complejo de ataque de membrana
(CAM)

SP40

Inhibe la formacion delcomplejo
de ataque a la membrana

Complejo de ataque de membrana
(CAM)

Inactivador de
anafilotoxinas

Inactiva anafilotoxinas solubles
C3a, C4a, C5a

Funcion efectora del sistema
de complemento
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2.4. RECEPTORES SEMEJANTES AL TOLL (TLR)

Las células de la inmunidad innata expresan un numero limitado de
receptores que no modifican su estructura y lo hacen como un medio para
reconocer patogenos o el dano tisular causado por ellos. Estos receptores se
denominan Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR) que reconocen
patrones moleculares estructurales simples de los patogenos llamados Patrones
Moleculares Asociados a Patogenos (PAMP). Estos patrones son los que
caracterizan a cada patdgeno que posee moléculas con estructura repetida como
son los lipopolisacaridos que se encuentran en la membrana de las bacterias
Gram negativas; el acido lipoteicoico y el peptidoglucano es caracteristico
de bacterias Gram positivas; bacterias con flagelo expresan una subunidad de
flagelina; el DNA bacteriano tiene abundantes dinocledtidos CpG no metilados
repetidos; RNA de doble cadena como parte del ciclo de vida viral; el zymosan
que lo expresan los hongos. La variedad de PAMPs que se encuentran en los
microorganismos esté relacionada en la tabla 2.6.

Tabla 2.6. Receptores TLR. Patrones Moleculares Asociados a Patogenos (PAMP)
reconocidos por los receptores tipo toll (TLR)

TLR1/ Lipopéptidos triacilados =~ Micobacterias, bacterias Monocitos, células dendriti-
TLR2 cas (CD), PMN, LB, LT, NK
TLR2/ Lipoproteinas y lipopép- Mycoplasma

TLR6 tidos Micobacterium

Peptidoglicano y acido
lipoteicoico

Bacterias Gram (+)

Lipoarabidomanan Mycobaterium spp
Modulina soluble en fenol  Staphylococcus
Epidermidis

Lipopolisacaridosatipicos

Leptospira interrogans
Neisseria meningitidis
Porphyromonas gingivalis

Glicoinositolfosfolipidos,
glicolipidos

Trypanosoma spp

Porinas Neisseria spp
Lipofosfoglicano Leishmania major
Zymosan Hongos
Hemaglutinina y otras Citomegalovirus

proteinas virales

Monocitos, PMN,CD, NK
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TLR3 RNA de doble cadena Virus: reovirus, flavivirus, Monocito, Mg, CD,
entre otros epitelios, LT, NK, fibro-
blastos
TLR4 Lipopolisacaridos Bacterias Gram (-) Monocitos, Mo, CD,
mastocitos, eosinofilos,
PMN, NK, LB, LT, en-
— — - dotelio, eritrocitos
Acido lipoteicoico Bacterias Gram (+)
Proteinas de fusion Virus sincitial respiratorio
Proteinas de envoltura VHC, virus de tumor mama-
rio de raton, virus coxsackie,
virus de sarampion
HSP60 Chlamydia pneumoniae
TLRS5 Flagelina Listeria monocytéogenes Monocitos, Mg, CD,
Bacterias Gram (-) epitelio intestinal, PMN,
NK, prostata, higado,
pulmén
TLR6 Lipopéptidos diacilados ~ Mycoplasma spp Monocitos, CD, LB,
. ovario,pulmoén
Acido lipoteicoico Bacterias Gram (+)
Zymosan Hongos
TLR7 RNA de cadena simple Virus influenza, VIH-1, Monocitos, CD plasma-
(ssARN) sarampion citoides, Mo, eosinofi-
los, LB, NK, Bazo.
TLR8 RNA de cadena simple Virus paraechovirus 1,den- Mg, PMN, monocitos,
gue, coxsackievirus, VEV, CD, LB, pulmén, pla-
VHC, paramixovirus centa
TLR9 DNA con CpG Bacterias, virus herpes CD plasmacitoides, Eo-
nometilado sinéfilos, LB, basofilos,
NK, monocitos
TLR10 Desconocido Desconocido CD plasmacitoides, Eo-
sindfilos, LB, basdfilos,
monocitos
TLR 11 Profilina Virus, parésitos, tripanoso- Monocitos, Mo,hepa-
ma, toxoplasma, patégenos tocitos, células renales,
de vias urinarias epitelio de vejiga
TLR11 Profilina y proteinas tipo Toxoplasma gondii, Mo,CD, higado, rifion
(raton) profilina bacterias uropatdgenas y vejiga
TLR12 Profilina Toxoplasma gondii M, CD, higado, Rifiéon
(raton) y vejiga,neuronas
TLR13 RNA de cadena simple RNA ribosomal de bacterias Mg, CD

(raton)
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De los PRR se conocen receptores transmembranales denominados receptores
tipo Toll (TLR), fueron descubiertos por primera vez por Jules Hoffman en la
mosca de la fruta Drosophila megalonaster, posteriormente Charles Janeway y
Bruce Beutler descubrieron receptores homologos en ratones y otros mamiferos
que denominaron TLR (Toll Like Receptor) y se encuentran asociados a la
defensa en contra de bacterias, virus, parasitos y hongos.

Asimismo, se han encontrado receptores semejantes al TLR en las plantas para
producir péptidos antimicrobianos, lo que indica que son receptores ancestrales
en la defensa del huésped. Los receptores Toll encontrados en la mosca de la
fruta controlan el correcto patron dorsoventral del embrion de la Drosophila
y permite la expresion de proteinas para la defensa de la mosca en forma de
péptidos antimicrobianos como la drosomicina, que actia frente a bacterias
Gram positivas y hongos. En animales superiores, se relaciona la funcion que
tienen estos receptores en diferentes tipos celulares que induce una amplia gama
de respuesta intracelulares que dan como resultado la produccion de citoquinas
proinflamatorias, factores quimiotacticos, péptidos antimicrobianos y citoquinas
antivirales como el interferéon (IFN) ay f3.

Los receptores TLR que se encuentran en la superficie de la membrana
celular son el TLR 1,2, 4,5, 6 y 11, lo que les permite el reconocimiento de
PAMP extracelulares que dan como resultado la producciéon de citoquinas
proinflamatorias; mientras que TLR 3, 7, 8 y 9 estan ubicados en endosomas
intracitoplasmaticos donde se unen a los acidos nucleicos provenientes de
patogenos intracelulares para dar como resultado la produccion de interferones.
No todos los receptores reconocen directamente su ligando; es el caso del TLR
4, que responde a las sefales por la interaccion con varios correceptores que
incluyen el Ligando de Union a LPS, el CD14 y la proteina de diferenciacion
mieloide 2 (MD-2) que se unen al LPS e inducen la sefializacion enzimatica
intracelular en cascada (figura 2.13).

La traduccidn intracelular de los TLR se produce mediante la activacion de
varias vias de sefializacion intracelular que activan factores de transcripcion
distintos. Una vez el TLR se une a su ligando, retne los dominios ricos en tirosina
(TIR) citoplasmaticos que le permiten interactuar con dominios TIR de moléculas
adaptadoras citoplasmaticas que inician la sefializacion intracelular. Entre estas
moléculas adaptadoras estan la proteina de respuesta primaria de diferenciacion
mieloide 88 (MyD88), MAL conocida también como TIRAP, TRIF y TRAM. Los
dominios TIR citoplasmaticos interactian con diferentes combinaciones de estas
moléculas adaptadoras (figura 2.13). La gran mayoria de los TLR interactiian
con MyD88; TLR 3 interactua con TRIF; TLR2/TLR1, TLR2/TLR6 requiere
MyD88/MAL; TLR4 usa dos pares MyD88/MAL y TRIF/TRAM.
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Estas diversas combinaciones influyen en la ruta de las senales que seran activa-
das por los TLR. La mayoria de los TLR activan el factor de transcripcion NF«f3,
otros toman otras vias de senalizacion para activar el factor de transcripcion del
factor regulador de interferdn (IRF) y la proteina activadora 1 (AP-1) que involucra
la participacion de kinasas de proteinas activadas por mitogenos (MAPK).

Figura 2.13. Vias de sefializacion del receptor tipo Toll (TLR) extra-membranales
y endosomicos para activar en el niicleo de la célula la sintesis de citoquinas
proinflamatorias

CITOQUINAS
PROINFLAMATORIAS

Nota. Elaboracion propia.

Una vez la cascada de senalizacion enzimatica activa los factores de
transcripcion antes mencionados, estos pueden ingresar al ntcleo de la célula
para estimular la produccion de proteinas. Cuando el NFkf3 y AP-1 ingresan
al nucleo, estimulan la produccion de citoquinas proinflamatorias y factores
quimiotécticos; los factores de transcripcion IRF3 e IFR7 se requieren para
la produccion de interferones antivirales tipo [; el factor IRFS participa en la
produccion de citoquinas proinflamatorias.

En la via dependiente de MyD88, el dominio TIR recluta y activa dos cinasas
de proteina de serina-treonina llamada cinasa 4 asociada al receptor de IL-1
(IRAK-1) e IRAK4; este complejo recluta a la enzima factor 6 asociada al
receptor de factor de necrosis tumoral (TRAF6) que interactia con las ubiquitinas
citoplasmaticas; posteriormente se activa un complejo cinasa kB (IKK) que
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fosforila a IxB para que desprenda el inhibidor-NF«f3; una vez liberado NF«3,
este ingresa al nucleo para activar los genes que codifican paracitoquinas,
moléculas de adhesion y otras proteinas que expanden e intensifican las funciones
efectoras de los macrofagos. Cuando se activa el factor de transcripcion IRF3,
este ingresa al ntcleo para dirigir la transcripcion de genes para interferones
tipo I, citoquinas importantes en infecciones causadas por virus o bacterias
intracelulares (figura 2.13).

Las citoquinas proinflamatorias que se producen por la activacion de los TLR
son interferon (IFN)y, [IFNa., Factor de Necrosis Tumoral (FNT), interleuquina
(IL)1B, IL 12, IL 4, ILS5, quimioquinas como CXCLS, también se producen
proteinas como las defensinas, proteina C reactiva y moléculas de adhesion
celular como ICAM 1 y selectina E.

2.5. MOLECULAS DE ADHESION CELULAR (MAC)

Los tejidos y 6rganos requieren de una organizacion y depende de manera
importante de la capacidad de adherirse, ya sea a la matriz extracelular ya sea a
otras células para ejercer una funcion fisiologica especifica. La adhesion la realizan
por medio de proteinas o glicoproteinas de adhesion denominadas Moléculas de
Adhesion Celular (MAC), que se encuentran ancladas a la membrana celular
y pueden estar dispuestas de manera constitutiva, es decir, haciendo parte de
los componentes de la membrana celular o de forma inducida cuando reciben
estimulos por medio de las citoquinas para que se puedan expresar sobre la
superficie de la membrana celular. La funcion de estas proteinas no solo es la
de fijar y disponer a las células para formar estructuras tridimensionales, sino
también para permitir la comunicacion, la supervivencia celular y la apoptosis.

Cuando se unen con su ligando, permiten la adhesion entre las dos células
y la traduccion de sefales que resultan en activar la migracion leucocitaria,
producir una proteina y fomentar acciones que incrementen la potencia de las
interacciones funcionales entre las células del sistema inmune. En el caso de la
migracion celular, es de anotar que las células se desplazan reptando; cuando
requieren moverse deben perder la adhesion que las mantiene fijas y exponer
otras moléculas de adhesion que le permitan tener puntos de anclaje y llevar el
citoplasma en la direccion del estimulo de movimiento.

Estd demostrado que las moléculas de adherencia contribuyen a las
interacciones entre las células del sistema inmune como es el caso de las Células
Presentadoras de Antigeno (CPA)y los linfocitos Th cuyo resultado en la mitosis
del LTh y la produccion de citoquinas; la interaccion entre LTh y los LB para
la produccion de anticuerpos y la interaccion de LTc y la célula blanco para la
produccion de perforinas (figura 2.14).
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Figura 2.14. Adhesion celular entre CPA y linfocitos T citotoxico y ayudador para la

presentacion de antigenos peptidicos endogenos y exogenos respectivamente, donde

las moléculas del CMH Clase I y Clase 11 se unen covalentemente con las moléculas
CDS8 y CD4 respectivamente

LT CD &+ LTCD 4+

Célula portadora de Célula portadora de
antigeno antigeno

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

Las moléculas de adhesion celular tienen formas de interaccion homofilicas,
es decir, entre moléculas de la misma familia, e interacciones heterofilicas entre
receptores y ligandos de diferentes familias (ver figura 1.31).

Laintensidad de la interaccion entre las moléculas de adhesion celular depende
del tipo y cantidad de moléculas que se expresan en la membrana, del control de la
sintesis o degradacion de estas, de los mecanismos de secuestro en el citoplasma
mediante la endocitosis o exocitosis o de la activacion o inactivacion temporal
de las moléculas en la membrana celular.

De las Moléculas de Adhesion Celular (MAC) existen cinco grupos: las
selectinas, las integrinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas o ICAMs e
incluidas las nectinas, las cadherinas y las mucinas.
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Las Selectinas son moléculas de caracter glicoproteico compuestas en su
extremo terminal tipo lectina que se une a carbohidratos especificos de manera
dependiente de Ca™™, median la adhesion de células hematopoyéticas y
cancerosas a células endoteliales, leucocitos y plaquetas en circulacion sanguinea.

La adhesion mediada por las selectinas juegan un papel importante en
la inflamacion, en la respuesta inmune frente a procesos infecciosos, en la
reparacion de heridas, en la hemostasia, en el cancer, en el alojamiento de células
madre de linfocitos y médula 6sea y en la vigilancia de células inmunitarias.
También participan en la localizacion de leucocitos aberrantes en enfermedades
inflamatorias crénicas y agudas, estan implicadas en la metastasis del cancer.

Se encuentran tres tipos de selectinas que son la de leucocitos o L-selectina
(CD62L), la endotelial o E-selectina (CD62E) y la plaquetaria o selectina-P
(CD62P). La selectina P se expresa en plaquetas, células endoteliales y se
almacena en granulos o de plaquetas y cuerpos de Weibel-Palade de células
endoteliales. La selectina E se encuentra en el endotelio de médula 6sea y
piel y esta involucrada en el rodamiento de leucocitos y la adhesion a células
endoteliales. La selectina L se expresa de manera constitutiva en linfocitos,
monocitos, granulocitos y se divide de la superficie celular después de la
activacion de la célula (tabla 2.7).

Tabla 2.7. Familia de las selectinas

Selectina Distribucién Ligando

CD34, MAdCAM-1,

L-selectina Leucocitos GlyCAM:-1, sLex(CD15)
E-selectina Endotelio vascular sLex (CD15), sLeA, CLA
Endotelio vascular LECAM-3, PADGEM,

P-selectina activado, plaquetas GMP-140, CD62P

Las integrinas son un grupo de receptores de adhesion celular que se unen a
ligandos de matriz extracelular, ligando de superficie celular y ligandos solubles.
Estan compuestas por una cadena o y 3 transmembranal de las cuales se conocen
al menos 18 subunidades o y 8 3. Se expresan sobre plaquetas, queratinocitos,
linfocitos T, células dendriticas, mastocitos en tejido de mucosas, leucocitos,
células T de memoria y células endoteliales. La especificidad del ligando esta
agrupada con las que se unen a la laminina, al colageno, a integrinas de leucocitosy
a integrinas que reconocen arginina-glicina-acido aspartico (tabla 2.8)
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Tabla 2.8. Integrinas, ligandos y funcion

Nombre Ligando Distribucién
VLA-1 (Blal) Colageno tipo I y IV, la- Linfocitos T, musculo liso, fibroblastos,
minina monocitos
VLA-2 (Bla2) Colageno, laminina Linfocitos T y B, queratinocitos, monocitos,

plaqueta, fibroblasto, células de Langerhans

VLA-3 (Bla3) Fibronectina, colageno, Leucocitos, queratinocitos, células de Langerhans

laminina
VLA-4 (Blo4) Fibronectina, VCAM-1, Linfocitos T y B, células de Langerhans,
MadCAM-1) fibroblastos, monocitos, mastocitos, eosinofilos
VLA-5 (BlaS) Fibronectina Linfocitos T, Plaquetas, Queratinocitos, Cél
Langerhans, Monocitos
VLA-6 (Bla6) Laminina Linfocitos T, plaquetas, queratinocitos, células
de Langerhans, monocitos
VLA-7 (Bla7) Laminina Células de musculo liso
VLA-8 (Bla8) Desconocido Células epiteliales, tejido nervioso
VLA-9 (Bla6) Desconocido Queratinocito

La funcion de las integrinas, ademas de permitir la adhesion entre dos células
o célula matriz, es traducir sefiales al interior de la célula y recibir sefiales
intracelulares que regulan la afinidad de union de la integrina a su ligando y
funcionan como receptores de traccion que pueden transmitir y detectar cambios
en la fuerza mecanica que actia sobre la matriz extracelular. Ademas, favorecen
la fagocitosis de particulas hacia el citoplasma del fagocito. La union extracelular
de las integrinas desencadena una serie de sefiales de transduccion que modulan la
funcion celular como la adhesion, la proliferacion, la supervivencia o la apoptosis,
la forma, polaridad, motilidad, haptotaxis (motilidad direccional estimulada por
un gradiente de adhesion celular o enlaces quimioatrayentes), expresion génica
y diferenciacion celular.

La superfamilia de las inmunoglobulinas son moléculas de adhesion
celular de caracter proteico que tiene un dominio comun semejante a una
inmunoglobulina con estructuras globulares llamadas dominios unidos por
puentes disulfuro. Estas moléculas se pueden clasificar en:

* Receptores tipo C1: estos desempefian funciones inmunoldgicas de gran
importancia en el reconocimiento de antigenos como son el Receptor
de la Cé¢lula T (TCR), el Receptor de la Célula B (BCR), el Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (CMH) Clase [ y Clase Il y los anticuerpos
(figura 2.15).
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* Receptores tipo C2: son moléculas de adhesion celular y fijadores de
complemento, incluyen las de adhesion neuronal (NCAM), moléculas de
adhesion de células vasculares (VCAM), antigeno de funcidn linfocitaria
(LFA), coestimuladores celulares (CD28, CD80, CD86, CTLA-4) y
ligandos para integrinas (VLA) como se aprecia en la tabla 2.9.

Figura 2.15. Superfamilia de las inmunoglobulinas. Representacion esquemdtica de
las moléculas que pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas tipo C1.
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Nota. Elaboracion propia.

Tabla 2.9. Moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas tipo C2

Nombre Distribucién Ligando
ICAM-1 Endotelio, fibroblastos, epitelio, monocitos, LFA-1, Mac-1, CD43
linfocitos, CD,condrocitos
ICAM-2 Endotelio, linfocitos, monocitos, PQs LFA-1
ICAM-3 Linfocitos, monocitos, PMN LFA-1,CD18
ICAM 4 Globulos rojos LFA-1
ICAM-5 Microglias y leucocitos del telencéfalo LFA-1

VCAM-1 Endotelio, monocitos, CD, fi broblastos, VLA-4. LPAM-1
estroma médula 6sea, CD, Mo

LFA-2 LT, NK, endotelio, leucocitos, células LFA-3, CD59, Cd48
epiteliales
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LFA-3 Endotelio, leucocitos, células epiteliales, LFA-2
células endoteliales,fibroblastos

PECAM-1 Endotelio, plaquetas, leucocitos,células CD31, vitronectina, heparina
musculares, monocitos, NK

MadCAM-1  Endotelio de mucosas, placas de Peyer, bazo LPAM-1, L-selectina

NCAM-1 Células neuronales, astrocitos, gliales, de  NCAM, heparan sulfato,
corazdén, musculo, rifion, NK, LT activados  heparina

CDS80 LB, fibroblastos, CD, LT activados CD28, CTLA-4
Cd&6 CD, LT activados, granulocitos CD28, CTLA-4
Cd28 LT, células plasmaticas CD80, CD86
CTLA-4 LT activados CD80, CD86
JAMs Endotelio LFA-1, VLA-4

La funcién de estas moléculas esta centrada en la circulacion y trafico de
leucocitos a organos linfoides, a sitios de dafo tisular. La expresion de estas
moléculas esta regulada por citoquinas, induce un incremento en la uniéon de
leucocitos al endotelio vascular durante la inflamacion.

Las cadherinas representan un grupo de proteinas de adhesioén celular
dependientes de Ca'™, implicadas en migraciéon celular, diferenciacion
de tejidos embrionarios, formacion de uniones entre células adyacentes y
separacion histogénica. Las cadherinas estan divididas en cinco grupos:
cadherinas clasicas, no clasicas, desmosomales, protocadherinas y proteinas
reguladoras con dominios cadherina.

Las cadherinas clasicas son glicoproteinas transmembranales constitutivas
con funciones de union entre las células, reconocimiento y traduccion de sefiales
intracitoplasmaticas mediante moléculas sefializadoras. Dentro de este grupo
estan la cadherina E que se expresa en células epiteliales, en el higado, en el
embrion antes de su nidacion en el utero; la cadherina N que se expresa en células
nerviosas, musculares, de corazon, fibroblastos y cristalino; la cadherina P que
se expresa en placenta y tejido embrionario; la cadherina V presente en células
epiteliales que revisten los vasos sanguineos; la cadherina R aislada en retina.
Entre las cadherinas no clésicas estan la L1 y la T, esta tltima se encuentra
en molécula en células musculares y neuronas, ambas realizan interacciones
hemofilicas. Las protocadherinas representan un grupo de cadherinas que se
encuentran en las neuronas y poseen dominios variables extracelulares. Como
miembro de las cadherinas desmosomales se encuentran la desmogleina y la



CAPITULO 2. RESPUESTA INMUNE INNATA 121

desmocolina que se encuentran en células epiteliales de la piel ancladas en el
citoesqueleto por medio de filamentos intermedios, en lugar de la actina. Las
proteinas reguladoras con dominio de cadherina participan en procesos de
supresion de tumores y embriogénesis.

Por ultimo, las mucinas se encuentran en el endotelio y los leucocitos, tienen
como ligando a las selectinas, inician la adhesion entre leucocitos y el endotelio,
entre ellas estan el CD34, GlyCAM-1, Mad.CAM-1, Ly24 y HERMES.

2.6. FAGOCITOSIS

La fagocitosis es un mecanismo de la inmunidad innata que permite al
polimorfonuclear neutréfilo (PMN) y a los macrofagos llamados fagocitos
profesionales, captar patdgenos, desechos celulares y células apoptoticas
(figura 2.16). Este mecanismo fue observado por primera vez por William Osler
en 1876y luego analizada su funcién por Elie Metchnikoff en 1880-1883, donde
encontré que todas las especies animales sobrevivian a procesos infecciosos
gracias a la fagocitosis.

Figura 2.16. Fagocitosis del neutrofilo: a. PMNs que han fagocitado Candida albi-
cans, las candidas vivas se observan refringentes y las candidas muertas toman el
colorante azul b. PMN que fagocito y redujo colorante nitroazul de tetrazoilum (NBT).

A B

Nota: Autoria propia.

En la pinocitosis o endocitosis, la célula ingiere dentro de su membrana
celular liquidos, moléculas o particulas que estan en el exterior y forman una
vesicula capaz de desplazarse en el citoplasma. En la fagocitosis, a diferencia
de los mecanismos anteriormente descritos, se realizan tres procesos diferentes:
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» Enlafagocitosis hay ingestion de particulas de al menos 0,5 um de diametro.

» El proceso de fagocitosis se inicia por reconocimiento directo de los
PAMPs del microorganismo o porque el agente esta cubierto por opsoninas
(anticuerpos o moléculas de complemento) que se unen a receptores de
membrana de los fagocitos.

* El complejo PAMP-receptor u opsonina-receptor reorganiza de manera
local en el citoesqueleto del fagocito la actina que impulsa en la membrana
con el fin de que suceda la ingestion de la particula. A diferencia de la
endocitosis, no requiere la estimulacion de un receptor y usa clatrina en
lugar de actina para absorber la molécula.

2.6.1. POLIMORFONUCLEAR NEUTROFILO (PMN)

Los PMN son granulocitos multinucleados, son las primeras células que atacan a
los microorganismos exdgenos de manera eficaz, superan en niimero a otras c¢lulas
del sistema inmune que se encuentran en circulacion sanguinea, migran y logran
pasar al tejido para cumplir su funcién antimicrobiana mediante la fagocitosis y
contribuyen en el mantenimiento de la integridad del huésped (figura 2.17).

Sin embargo, pueden producir efectos adversos como producir manifestaciones
patoldgicas en los tejidos sanos lejanos a la lesion, tiene actividad proinflamatoria
en la sepsis, los PMN activados en circulaciéon pueden agravar la dificultad
respiratoria, pueden ser pro y anti tumorales e influir en la metastasis del tumor,
es decir que la respuesta de los PMN pueden proteger, afectar o sanar al huésped.
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Figura 2.17. PMN en extendido de sangre periférica

Nota. Crédito: M. Sc. Martha Leonor Castillo Bohérquez'.

Los PMN se producen en la médula 6sea y reponen constantemente los que
han fagocitado, ya que mueren pues una vez cumplen su funcion inician su
proceso de apoptosis o muerte celular programada. Los granulos, importantes
para la muerte intracelular del patogeno fagocitado —que se clasifican de acuerdo
al contenido de proteinas en primarios, secundarios y terciarios— tienen una
alta capacidad oxidativa por la produccion de la enzima nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH), que se regula para producir superoxido que tiene
actividad antimicrobiana ya que modifica acidos nucleicos, lipidos y proteinas
microbianas; expresan moléculas de adhesion, producen quimioquinas, PRR,
citoquinas, lipidos derivados de acidos grasos importantes para la inflamacion
como son los leucotrienos y prostaglandinas que tienen efectos positivos sobre
la migracion del PMN, la produccion de citoquinas y la fagocitosis.

Como receptores de membrana el PMN posee para las quimioquinas (IL-8),
para selectina E y P los cuales favorecen la adhesion, migracion y paso de sangre
a los tejidos; receptores para IL-23, IL17, C-CSF; receptores para la porcion Fc
de las inmunoglobulinas (CD64, CD32, CD16, CD84) que permiten el proceso
de opsonizacién, asi como los receptores de complemento CR1, CR3, CR4.
Los PMN producen mediadores que regulan la inflamacién neutrofilica como
las resolvinas, maresinas, protectinas y lipoxinas que inhiben la quimiotaxis, la
fagocitosis y la inflamacion. La respuesta efectora de los neutrofilos estd dada por
la fagocitosis, la degranulacion, la formacion de trampas de neutréfilos (NET).

' Docente Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, Facultad de Ciencias de la Salud. Bogota,

Colombia.
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Los PMN poseen granulos primarios que son ricos en enzimas como la
mieloperoxidasa (enzima ausente en M¢), hidrolasas 4cidas, B glucuronidasa,
fosfatasa alcalina, a-monoxidasas, moléculas como las proteinas cationicas
y péptidos antimicrobianos como las defensinas; los granulos secundarios
que contienen enzimas como las lisozimas, fostatasa alcalina, colagenasa,
proteinas como la lactoferrina, proteina ligadora de vitamina B12 y activadores
del plasmindgeno; granulos terciarios que contienen gelatinasa. Transferasa,
lisozima, glucoproteinas, fmicroglobulina y citocromo.

2.6.2.  MACROFAGO (Mo)

El macrofago es una célula mononuclear cuyo precursor es el monocito, que
tiene como funcién la fagocitosis, la presentacion de antigenos por medio del
CMH para activar la inmunidad adaptativa, la produccion de moléculas con
actividad bioldgica (citoquinas, proteasas, factores de crecimiento, entre otros),
participa en el desarrollo de érganos, recambio de tejidos y la regeneracion de
los mismos, los macréfagos estan presentes en la vigilancia inmunolédgica ya que
detectan antigenos virales, LPS bacterianos, antigenos parasitarios, complejos in-
munes, células apoptdticas o necréticas y mediadores liberados por otras células.

Tabla 2.10. Tipos de macrofagos. Sistema fagocitico mononuclear y tejido donde se

encuentra
Nombre Localizacion en tejido
Células veladas Tejido linfoide
Células de Kupffer Higado
Células de Langerhans Piel
Células interdigitantes Tejido Linfoide

Células mesangiales

Rifion (mesangio)

Histiocitos Tejido conectivo
Macrofagos Tejido linfoide
Macrofagos alveolares Pulmoén

Microglia

Tejido sistema nervioso

Macroéfagos peritoneales

Cavidad peritoneal

Osteoclastos

Tejido 6seo

Células epiteloides y células gigantes

Reacciones inflamatorias cronicas

El monocito caracterizado por primera vez por Naito en 1990, se divide en dos
grupos: monocito clasico CD14+ y no cléasico: CD14lowCD16+. Los monocitos
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clasicos se encuentran en circulacion, en bazo, nddulos linfaticos piel y pulmones,
son los precursores de la mayoria de los fagocitos mononucleares y de ellos aporta
continuamente en la homeostasis; mientras que los no clasicos estan localizados
principalmente en vasos sanguineos para mantener la integridad del endotelio
vascular. Los monocitos son producidos en la médula 6sea, tienen un didmetro de
10-15 pm, con nticleo en forma de rifidén, citoplasma finamente granular, posee
lisosomas, vacuolas fagociticas y filamentos citoesqueléticos, sale a circulacion
donde transita por 12 horas, periodo en el que aumenta de tamafio para luego mi-
grar a tejido y diferenciarse en M¢. Los M¢ se encuentran distribuidos en todo el
cuerpo alojandose en diferentes tejidos donde adquieren caracteristicas de M fijos,
mientras que otros se movilizan y constituyen los M¢ libres. Los fijos se denomi-
nan de diversas maneras dependiendo del sitio donde se encuentren (tabla 2.10).

La vida media de un M¢ es de sesenta dias, realiza movimientos de patrullaje
en el tejido y una vez es estimulado por factores quimiotacticos (inducen
movimiento dirigido) se desplaza de manera unidireccional hacia el objetivo e
incrementa su velocidad de movimiento. El M¢, una vez cumple su funcion, a
diferencia del PMN, no muere sino que inactiva su funcion enzimatica para quedar
preparado para realizar una nueva fagocitosis y presentacion del antigeno, hasta
que cumple su vida media en tejido. Los M¢ tienen receptores para moléculas de
adhesion celular como las selectinas E, P, L, ICAM-1, ICAM-3, LFA-1, LFA-3;
receptores para moléculas de complemento CR 1y CR3; receptores para IgG, IgA
e IgE; Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase [ y II; TLR 1-9; receptores
para interleuquinas e interferon (IFN) v y quimioquinas. Los M¢ producen una
gran variedad de proteinas como factores de coagulacion V, VII, IX, X, factor
activador del plasmin6geno; citoquinas como el IFN, interleuquina (IL) 1, 5, 6,
8,10, 12, 15, 18, Factor de Necrosis Tumoral (TNF) y F actores Estimulante de
Colonia G-CSF y GM-CSF (tabla 2.11).

En el mecanismo de activacion de los M¢ hay un proceso de polarizacion hacia
dos estados conocidos como M1y M2. Los macréfagos M1 son proinflamatorios,
actuan contra bacterias, virus, protozoos y tumores; mientras que los M2
son antiinflamatorios al producir IL-10, estan involucrados en procesos de
cicatrizacion o reparacion de tejidos.

Tabla 2.11. Diferencias entre los PMN y los Mg

Caracteristica PMN Mo
Concentracion en cir- 60 %-70 % Monocito 3 %-8 %
culacion
Diametro 12-15 pm Monocito 10-15 um

Macrofago 15-80 um
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Numero de ntcleos 3-5 1

Vida media en cir- 6-10 horas Monocito 10-20 horas
culacion

Vida media entejido 6-48 horas meses

Tipo de granulos

Primarios, secundarios, ter-
ciarios

Lisosomas, vacuolas Fagociticas

Carga enzimatica en
sus granulos

Mieloperoxidasa, fosfatasa
alcalina, hidrolasas acidas,
[glucoronidasa, colagenasa,
gelatinasa, lisozima

Lisozimas, proteasas neutras, hidro-
lasas acidas

Receptores de mem-
brana

Receptores CD64, CD32,
CD64 para Acs IgG, IgA,
receptores CR1, CR3, CR4
para moléculas decomple-
mento, receptores para selec-
tinas E, P, LFA-1. HLA Clase
I, receptores para [1-4, IL8,

CD15 y CD16 para M-CSF, GM-
CSF, CRI1-CR3 para moléculas del
complemento, receptores para cito-
quinas (IL4, FNT, IL7, IFNy), CD16,
CD32, CD64 para Acs 1gG,IgA, IgE,
Receptores de manosa y scavengers,
HLA Clase I y II, moléculas de adhe-
rencia (ICAM-1, selectina L, LFA-3),
TLR 1-4

Proteinas que producen

Citoquinas como IL-12,
IL-17, FNT, quimioquinas,
G-CSF, GM-CSEF, leucotrieno
B4, citoquinas pro y antiinfla-
matorias, citoquinas regulado-
ras, péptidos antimicrobianos

Citoquinas como IL1, IL5, IL6,ILS,
IL10, IL11,IL12, IL15, IL18, 1L22,
IFNy, ENT, TGF-B,G-CSF, GM-CSF

Funciones

Fagocitar, destruir microor-
ganismos, participar en la
inflamacion

Fagocitar, destruir microorganismos,
Célula Presentadora de Antigenos
(CPA), activar la inmunidad adaptati-
va, producir factores de crecimiento,
producir citoquinas y quimioquinas,
activar y regular la inflamacion, pro-
mueve la cicatrizacion de heridas

Subpoblaciones

PMNI: circulantes en sangre
y tejido PMN2: los que se ubi-
can en la zona marginal de la
pulpa blanca del bazo PMN3:
tiene actividad antiinflamato-
ria y de reparacion tisular

M1: ataca bacterias, protozoos, virus,
tumores,participan en enfermedades
autoinmunes M2: antiinflamatoria,
cicatrizacion de heridas, frenan la
produccion de metaloporteinasas

2.6.3.

CELULAS DENDRITICAS (CDs)

La funcion de las células dendriticas (CDs) en la respuesta inmune fueron
descritas por primera vez por Steinman y sus colaboradores en la década de los 70,
observaron por medio de analisis experimentales la presencia de células de tejidos



CAPITULO 2. RESPUESTA INMUNE INNATA 127

linfoides que resultaron mas eficientes que los M¢ en ser CPA y en promover
la proliferacion de los linfocitos T. Hacia la década de los 90, se reconocieron
los marcadores de membrana y las caracteristicas de esta poblacion celular. En
las dos tlltimas décadas se avanzo en descubrimientos sobre las funciones de las
CDs consideradas como CPA profesionales que patrullan el tejido circundante,
el sitio de infeccion o tejidos patologicos en busca de antigenos derivados de
patogenos, tumores y células apoptoticas para activar células efectoras como
los linfocitos T; funciones como regulacion a través de los TLR, su papel en
infecciones virales, polarizacion de los linfocitos T helper, inhibicion de las NK y
los linfocitos B, su papel en la tolerancia inmune, en las patologias autoinmunes,
reacciones alérgicas y en el rechazo a trasplantes.

Las CDs se caracterizan por tener dendritas, pseudopodos o velos que le
facilitan el movimiento celular de manera eficiente. En el citoplasma tienen
endosomas y lisosomas que estan relacionados con el procesamiento antigénico
para su posterior presentacion a los linfocitos T. Se encuentran en tejidos linfoides,
piel, faringe, es6fago alto, vagina, ectocérvix, ano, corazon, higado, mucosas
respiratoria y gastrointestinal, en la médula del bazo y en ganglios linféticos.
Las CDs foliculares estan en los centros germinales del ganglio linfatico y del
bazo donde hay una mayor proporcion de linfocitos B. En la linfa se denominan
células en velo, que son las células de Langerhans migrando desde la piel al
ganglio linfatico. En circulacion se encuentran en menos del 2 %, expresan una
gran cantidad de receptores del CMH Clase II. Tienen dos subpoblaciones en
sangre periférica, una con fenotipo CD1 1c"CD123L0 llamadas monocitoide y
las CD11¢"CD123M denominadas plasmacitoides. Las CDs expresan TLRs 1,
2,4,5, 6,8y 10y producen citoquinas como la IL-1, IL-6 IL-8, IL-10, IL-12,
GM-CSF, TGFB.

2.6.4. PROCESO DE LA FAGOCITOSIS

Siun microorganismo logra atravesar la barrera epitelial e inicia su replicacion
en el huésped, en la mayoria de los casos, son reconocidos de manera inmediata
por los fagocitos que se encuentren en el tejido o cercanos a ¢l. Las células
fagociticas por excelencia son los monocitos, M¢, los PMN vy las CDs. La
mayoria de los patégenos ingresan al huésped a través de la piel, mucosas del
tracto respiratorio, gastrointestinal y urogenital, los cuales son reconocidos por
los fagocitos para ingerirlos y eliminarlos mediante el proceso de la fagocitosis.

Por otra parte, las células que han cumplido su funciéon o su ciclo de
vida, pueden morir como consecuencia de ser fagocitadas por otras células,
una forma de muerte celular que se ha denominado fagotrofia, canibalismo
celular, eliminacion celular programada y fagocitosis primaria. Sin embargo,
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todas estas son manifestaciones diferentes de la muerte celular por fagocitosis
(denominada “fagoptosis” para abreviar). Las células engullidas mueren como
resultado de oxidantes citotoxicos, péptidos y enzimas degradativas dentro de los
fagolisosomas acidos. Metchnikov descubri6 la muerte celular por fagocitosis
en la década de 1880, pero se habia ignorado hasta hace poco. Ahora se sabe
que contribuye a la muerte celular del desarrollo en nematodos, drosophila
y mamiferos, y es fundamental para la inmunidad innata y adaptativa contra
patogenos. La muerte celular por fagocitosis media el recambio fisiologico de
eritrocitos y otros leucocitos, lo que la convierte en la forma mas abundante de
muerte celular en el cuerpo de los mamiferos.

2.6.4.1. AcCTIVACION

Los fagocitos requieren recibir mensajes activadores, una vez se unen a la
membrana celular, se realiza una sefializacion intracelular que se traduce en la
adhesion y migracion hacia el patdgeno y reconocimiento del mismo. En el caso
de PMN y el M¢, para ser atraidos al sitio de agresion necesita recibir diversos
estimulos como los producidos por el tejido afectado, productos microbianos,
citoquinas, activacion de complemento o moléculas que intervienen en el proceso
de la inflamacion.

Dentro de los productos microbianos activadores de los fagocitos estan los
péptidos bacterianos, el mas reconocido es el N-Formilmetionileucilfenilalanina
(FMLP) que es un tetrapéptido formilado liberado en circulacién y se une al
receptor de membrana celular siendo un potente factor quimiotactico para el
PMN vy activador de macréfagos. Otro activador de los fagocitos es el producto
derivado de los hongos especialmente de las levaduras esté el zymosan, molécula
que es un glucano con unidades de glucosa repetitivas conectadas por enlaces
-1,3- glicosidicos, conocido como potente inductor de la quimiotaxis.

Otro factor activador se origina de las moléculas del sistema de complemento,
que por activacion de las vias cldsica, alterna o de lectinas, se genera la anafilotoxina
C5a que, al unirse a los receptores de los fagocitos, induce movimiento dirigido
hacia el sitio de infeccion. Un efecto importante en la interaccion entre patogenos
y fagocitos es la liberacion de citoquinas y quimioquinas, proteinas que inducen
inflamacion en el tejido, atraen los PMN y M¢ al sitio de infeccion y facilitan el
ingreso de proteinas y células al tejido afectado, dentro de las cuales esta 1a IL-8,
quimioquinas como CXCL-1, CXCL-2, CXCL-3, CXCL-4, CXCL-5. Entre las
moléculas producidas por la inflamacion estan el leucotrieno B4 y los derivados
del &cido araquiddnico, los cuales ejercen una funcion quimiotactica para los
PMN. Todos los activadores mencionados anteriormente se unen al receptor de
membrana del fagocito para estimular el citoesqueleto y facilitar el movimiento
dirigido del fagocito hacia el tejido afectado donde se encuentra el patégeno.
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2.6.4.2. OPSONIZACION

Las moléculas de complemento C4b y C3b asi como lectinas y los anticuerpos
especificos para antigenos particulares como bacterias, se les denomina
opsoninas, y tienen una funcion importante al unirse a su superficie y hacer que
dicho antigeno sea mas susceptible a la fagocitosis y su posterior eliminacion, a
este proceso de marcaje se le denomina opsonizacion (figura 2.18). El patdgeno
es marcado por las opsoninas y estas se unen a los receptores de membrana de
los fagocitos y asi permite atrapar el patdgeno para la ingestion y muerte.

Figura 2.18. Opsonizacion o marcaje del antigeno por medio de proteinas del
complemento y anticuerpos para que sean reconocidas por los receptores de los
fagocitos
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2.6.4.3. ADHESION

Los PMN y los monocitos son atraidos desde la circulacion sanguinea hacia
el tejido infectado mediante la uniéon de moléculas de adhesion situadas en el
endotelio vascular por accioén de las sustancias quimiotacticas y citoquinas,
estimulan la expresion de la selectina E para que el PMN se adhiera a la célula
endotelial mediante su ligando ya que, por lo general, estas células circulan
normalmente en la sangre y si no hay estimulo, no migran a los tejidos.

El PMN que ha recibido el estimulo en el proceso de activacion, debe
adherirse al endotelio vascular para realizar la migracion dirigida. Esto lo
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realiza mediante la selectina E que se expresa en el endotelio vascular, por
integrinas y moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas y diversos
ligandos expresados sobre la membrana de los PMNs, Lex (CD15). La union
de estas moléculas de adhesion celular se traduce en que la membrana facilite
la migracion leucocitaria (figura 2.19).

Figura 2.19. Adhesion de los leucocitos al endotelio vascular mediante moléculas de
adhesion como la selectina E e integrinas, que le permiten realizar la quimiotaxis o
movimiento dirigido hacia el antigeno atravesando el endotelio vascular o diapédesis

Selectina Integrina

Superfamilia de
inmunoglobulinas
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Receptor %
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Moléculas

Heparina e Quimioatreyntes

istamina

Nota: Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

2.6.4.4. QUIMIOTAXIS

Los fagocitos tienen varios tipos de movimientos. Cuando no hay estimulo
quimiotactico, los movimientos son al azar, sin direccion fija o de patrullaje.
Cuando hay presencia de factores quimiotacticos como la interleuquina 8 (IL-
8), quimioquinas como la CXCLS, la molécula C5a u oligopéptidos como el
Formil-Metionil-Leucil-Fenilalanina (FMLP), hacen que el endotelio vascular
exprese moléculas de adherencia (selecina E), que se unen a los ligandos en los
fagocitos e inicie el rodamiento celular o movimiento en rolling dirigido hacia el
tejido afectado, movimiento que se denomina quimiotaxis, movimiento dirigido
o unidireccional (figura 2.18). La membrana del fagocito al recibir el estimulo
quimiotactico activa la adenilciclasa, aumenta la produccion de AMP ciclico a
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partir del ATP, el AMP hace que las moléculas de actina que se encuentran en el
interior de la membrana se condensen, interacttian con la miosina y polimerizan
la tubulina, que le permite al fagocito acentuar los movimientos unidireccionales
en busqueda del patogeno que indujo la produccion de estimulos quimiotécticos.
Debido a la alta concentracion de factores quimiotacticos cercanos al sitio donde
se encuentra el patogeno, el PMN realiza la diapédesis, que es la extravasacion
del fagocito para continuar con la migracion hacia el patdogeno en el tejido.

2.6.4.5. RECONOCIMIENTO

Una vez los fagocitos llegan al tejido donde se encuentra el patogeno,
necesitan reconocer y atrapar el microorganismo. Este procedimiento lo realiza
por medio de receptores de superficie celular. Hay dos tipos de reconocimiento,
un reconocimiento opsonico que se realiza mediante las opsoninas y un
reconocimiento no opsonico que se realiza mediante los componentes directos
de las membranas de los fagocitos y del patogeno a fagocitar.

Existen varios tipos de receptores de los fagocitos que se unen al microorga-
nismo y facilitan la ingestion o interiorizacion del patogeno:

* Receptores de manosa y receptores “basureros” (scavenger): el receptor de
manosa es una lectina del macrofago que se une a la manosa y fucosa de los
glucolipidos y glucoproteinas, azticares que suelen formar parte de la pared
de los microorganismos; en cambio, en los mamiferos los glucolipidos
y glicoproteinas contienen acido sidlico o N-acetilglucosamina terminal,
lo que hace que el receptor de manosa de los macroéfagos no reconozcan
las células propias del huésped. Los receptores basurero se unen a
lipoproteinas de baja densidad (LDL) acetiladas u oxidadas que se unen a
diferentes microorganismos para facilitar la endocitosis. Las integrinas de
los Mo (MAC-1) igualmente tiene afinidad por la membrana de algunos
patodgenos. Estas uniones mencionadas anteriormente entre el fagocito y
el microorganismo serian un reconocimiento no opsonico.

* Receptores de opsoninas: las opsoninas, como se nombraron anteriormente,
son moléculas de anticuerpos, proteinas del sistema de complemento (C3b,
C4b) y lectinas que recubren el patogeno para facilitar la fagocitosis.
De los anticuerpos, el que realiza esta funcion es la IgG cuyo fragmento
Fcy tiene alta afinidad por el receptor FCyRI, que se encuentra en la
membrana de los fagocitos. Dentro de los receptores de IgG involucrados
en este proceso estan FcyRI que tiene afinidad por la IgG2, FcyRII que
tiene afinidad por la IgG1 e IgG2, FcRIII que tiene afinidad por la IgG3.
Una interaccion individual entre estos receptores y el anticuerpo no es lo
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suficientemente fuerte para la captacion de la molécula de anticuerpo, sin
embargo, cuando un antigeno est4 recubierto con muchas moléculas de
anticuerpo, la suma de todas estas interacciones estimula la fagocitosis
a otros mecanismos efectores. Cuando las opsoninas son moléculas de
complemento (C4b, C3b, C3bi), los fagocitos tienen receptores para estas
moléculas como el CR1/CD35 y el receptor CR3 que tiene afinidad por la
molécula C3bi; estos complejos complemento-receptor facilita la ingestion
del antigeno. Por otra parte, varias proteinas plasmaticas tales como la
lectina fijadora de manosa, la fibronectina, el fibrinbgeno y la proteina
C reactiva, pueden recubrir los microorganismos y son reconocidos por
receptores que se encuentran en la membrana de los fagocitos, como es
el caso del receptor Clq en el Mo que fija microorganismos recubiertos
con lectina plasmatica fijadora de manosa o las integrinas del Mo se
fijan al fibrindgeno que recubre el patdgeno. Estas uniones mencionadas
anteriormente entre el Macréfago y el microorganismo recubierto por
opsoninas seria un reconocimiento opsonico.

* Receptores tipo Toll (TLR): estos receptores reconocen componentes de
la membrana de los patégenos como los lipopolisacaridos (LPS), proteo-
glucanos y nucledtidos CpG bacterianos, los cuales realizan un recono-
cimiento no opsonico o directo, que da como resultado la produccion de
citoquinas proinflamatorias y facilita la endocitosis del mismo.

* Receptores acoplados a la proteina G: estos receptores se encuentran en la
membrana de los PMN y Mo, reconocen péptidos pequefios que contienen
N-formilmetionina que se encuentran en las proteinas sintetizadas por las
bacterias que permite que los fagocitos las reconozcan.

2.6.4.6. INGESTION

Una vez los fagocitos realizan el reconocimiento opsonico o no opsoénico del
patogeno por medio de los receptores anteriormente mencionados, la membrana
del fagocito emite pseuddpodos para realizar una invaginacién de la membrana
plasmatica alrededor del material extracelular, uniéndose con las moléculas
reconocidas en forma de una cremallera, hasta formar una vacuola fagocitica
o fagosoma, encerrando el microorganismo ingerido con miras a causarle la
muerte dentro de la vacuola fagocitica (figura 2.20). Este paso se denomina
también fagocitosis.
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Figura 2.20. Fagocitosis: proceso de emision de pseudopodos para la ingestion del
microorganismo

Nota: Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

2.6.4.7. DEGRANULACION

Una vez se forma el fagosoma, los granulos primarios y secundarios que hay
en el citoplasma del PMN se activan e inician la migracion hacia el fagosoma
donde se fusiona con la vacuola fagocitica formando el fagolisosoma. Este
proceso se realiza para que todos los componentes de los granulos proteicos y
enzimaticos sean vertidos en el interior del fagosoma para iniciar el proceso de
destruccion microbiana, cuyo objetivo principal es incrementar la permeabilidad
de la membrana microbiana para facilitar la accion enzimatica de la misma y
causar la lisis del microorganismo fagocitado.

2.6.4.8. DIGESTION O MUERTE INTRACELULAR

Una vez el microorganismo esté en la vacuola fagocitica, y como consecuencia
de la fusion de los granulos o lisosomas al fagosoma, el microorganismo entra en
contacto con las enzimas hidroliticas y las proteinas contenidas en los granulos
para dar inicio a la actividad hidrolitica-digestiva de las células fagociticas y asi
lograr 1a muerte del patdégeno ingerido. Estos mecanismos microbicidas ejercen
su accion dependiendo o no del oxigeno y del nitrégeno.

2.6.4.8.1. Mecanismos independientes de oxigeno

La importancia de los mecanismos microbicidas no oxidativos se descubrieron
por las deficiencias encontradas en los PMN. Estos mecanismos estan compuestos
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de proteinas, péptidos antimicrobianos, enzimas y otros componentes que son
liberados en el fagosoma para causar la muerte del patdgeno ingerido (tabla 2.12).
Las funciones de cada componente microbicida son:

pH acido: en el metabolismo anaerobio, uno de los eventos iniciales
después de la ingestion, es la acidificacion del microambiente del
fagosoma y es ocasionado por la acumulacion de iones de hidrogeno y
acido lactico producidos por la estimulacion de la célula fagocitica. Los
iones de hidrogeno se movilizan dentro de los lisosomas por bombas
especiales que derivan su energia del ATP. El pH llega a 4 con la ayuda
de los componentes de los granulos acidicos siendo un mecanismo que
ayuda a inhibir el crecimiento microorganismo.

Lactoferrina: es una glicoproteina de 80 KDa, que tiene una funcion
bacteriostatica debido a la capacidad de la lactoferrina de ligar iones
de hierro, de esta manera priva de un nutriente esencial para los
microorganismo inhibiendo su crecimiento. Cuando interacciona con
la region aniodnica de lipopolisacaridos en la bacterias Gram negativas,
desestabiliza la union de esta molécula con cationes presentes en
la superficie bacteriana, provocando su liberacion y alteraciones en
la conformacion de la permeabilidad de la pared y de la membrana
citoplasmatica bacteriana.

Tabla 2.12. Componentes enzimdticos y proteicos microbicidas que se encuentran en

los granulos de los PMN
Componente Granulos azurdfilos Gréanulos especificos
microbicida (primarios) (secundarios)

Hidrolasas acidas

B glucoronidasa,

o manosidasa,fosfatasa A2 Fosfatasa A2

Proteasas Neutras Elastasa, catepsina G, proteinasa 3

Colagenasa activador de com-
plemento

Mieloperoxidasa lisozima Defen-

Factores microbicidas  sina Proteina incrementadora de Lisozima lactoferrina

la permeabilidad granulocidina

Oxido nitrico (ON): se genera a partir del metabolismo de la L-arginina
y su produccion se regula por accion de citoquinas como el interferon
gamma. En la célula blanco, el ON inhibe la sintesis de ADN, su
actividad respiratoria y es el principal responsable de la destruccion de
microorganismos intracelulares (Leishmania, M tuberculosis, etc.).
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* Lisozima: los granulos especificos y azurdfilos de los PMN aportan
diversas proteinas con capacidad bacteriostatica y bactericida como la
lisozima que ataca la mureina de la pared bacteriana.

*  Proteinas cationicas: para su activacion, estas moléculas requieren de un
pH basico que se forma en los momentos iniciales de la formacion del
fagosoma. Estas proteinas las aportan los granulos azurdfilos como CAP
57 y CAP 37 que tienen como funcion romper la membrana externa de
las bacterias Gram Negativas.

* Azurocidina: en los monocitos y macrofagos, la azurocidina se une a
los receptores scavenger calciodependiente para ser internalizada por
mecanismos clatrinodependientes que favorece la supervivencia de los
fagocitos, incrementa la resistencia a la apoptosis e incrementa la sintesis
de citoquinas como el FNT a y la IL-6. En los PMN, la azurocidina
favorece la adhesion al endotelio vascular, ya que modula la expresion
de moléculas de adhesion celular ICAM-1, VCAM-1, y selectina E. Su
papel microbicida lo realiza semejante a una perforina, la cual depende
de la concentracion i6nica del medio y del pH siendo citotoxica para
bacterias Gram Negativas y cuando hay baja osmolaridad i6nica, actiia
contra bacterias Gram Positivas y hongos.

*  Defensinas: son péptidos antimicrobianos catidnicos con una potente
funcidn antimicrobiana y anticancerigena, ademas participan en el bloqueo
de canales i6nicos y en la modulacién inmunitaria. Sus propiedades
antitumorales y antimicrobianas en bacterias y hongos se le atribuyen a la
capacidad de incrementar la permeabilidad de la membrana favoreciendo
la lisis de la célula blanco.

* Catepsina G: proteina que pertenece a la familia de las serinproteasas
que se encuentra en los granulos azurofilos, tiene actividad proteolitica,
se activa a pH 4cido y su funcién es eliminar patogenos intracelulares,
degradacion de tejidos en sitios inflamatorios y permitir que el PMN logre
invadir la biopelicula producida por algunas bacterias.

*  Proteina incrementadora de la permeabilidad.: proteina cationica con
accion bactericida y citotoxica que se encuentra en los granulos primarios
y tiene afinidad por las membranas de bacterias Gram Negativas asociadas
a los lipopolisacaridos.

2.6.4.8.2. Mecanismos dependientes de oxigeno

Los fagocitos, incluidos los PMN, en el proceso de la desgranulacion, liberan
grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno (ROS), altamente toxicos
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para el microorganismo fagocitado, proceso denominado estallido respiratorio.
Este proceso, dependiente del oxigeno, se caracteriza por la produccion del anion
superxodido cuya fuente principal es el complejo NADPH oxidasa.

La NADPH-oxidasa fagocitica, es una fuente endégena de las mas importantes
de especies reactivas de oxigeno en el organismo y consta del citocromo b558 que
se encuentra unido a la membrana del fagosoma; una vez sucede la activacion,
los componentes citosolicos se unen a los componentes de la membrana para
catalizar la produccion del radical de anion superdxido, de peroxido de hidrogeno,
radicales hidroxilo y dcido hipocloroso, estos junto con los derivados reactivos de
nitrégeno y las enzimas proteoliticas liberadas por los granulos en el fagosoma,
constituyen el mecanismo fundamental de defensa de los PMN.

En este proceso suceden una serie de reacciones bioquimicas dependientes
de oxigeno y cada producto generado causa toxicidad sobre el microorga-
nismo fagocitado.

* Reaccion 1. Formacion de singletes de oxigeno: la molécula de oxigeno
pierde un electron porque se mueve a una orbita superior lo que hace que
la molécula pierda estabilidad adquiriendo actividad quimica que altera
muchos sistemas bioldgicos

O™ 2+ 2HY, w10 2 + H202

* Reaccion 2. Formacion de superoxido: este se forma cuando la NADPH
cataliza la transferencia de un electron desde NADPH hacia el O2
que recibe un electron adicional para formar el radical superéxido con
importante papel bactericida.

202 +NADPH =i 2 O 2+ NADPH + H"

* Reaccion 3. Formacion de peroxido de hidrogeno: el anidon superdxido
producido rapidamente en perdxido de hidroégeno gracias a que la molécula
de oxigeno recibe dos electrones. El H202 es altamente toxico para las
bacterias y para las membranas de los fagocitos, por lo que es rapidamente
degradado con el fin de proteger las células del huésped.

20 2.+ 2H"  —. H202 + 02

* Reaccion 4. Formacion de radicales hidroxilicos: el peréxido de hidrogeno
sufre una reduccion para producir radicales hidroxilicos, con potente
accion bactericida.

02 + H20?2 wemmp OH + OH + O2



CAPITULO 2. RESPUESTA INMUNE INNATA 137

» Reaccion 5. Activacion de halogenos: en el interior del fagosoma hay iones
haluro (cloro y yodo) que en unién con la mieloperoxidasa liberada en
la desgranulacion, se activan estos radicales halogenos en presencia del
perdxido de hidrégeno para producir hipohaldgenos, altamente toxicos
para los microorganismos fagocitados.

Cl 6 +. MPO + H202 == HCIO 6 HIO + H20 +' 02

* Reaccion 6. Decarboxilacion de aminoécidos: con todos mecanismos
bactericidas anteriormente expuestos, se inicia la decarboxilacion de
aminodcidos de las proteinas constitutivas de la membrana microbiana
que produce la muerte del patogeno

R-CHNH2 — COOH = R-CHO + CO2 + NH3

2.6.4.9. REGULACION DE LA FAGOCITOSIS

Larespuesta inmune se regula por mecanismos de apoptosis celular, la accion
de citoquinas inmunorreguladoras como la IL-10, la inhibicion de receptores
de membrana, entre otros. La regulacion de la actividad de los fagocitos
especialmente de los neutrofilica se debe dar de manera estricta para evitar dafios
en el tejido del huésped y evitar la produccion de procesos inflamatorios cronicos.

Es asi que, una vez el PMN realiza su funcion, se activan los mecanismo de
apoptosis inhibiendo la accion enzimatica sobre las células del huésped. Ademas
de la apoptosis, la regulacion de la actividad fagocitica se da en dos fases, una
antiinflamatoria y una fase de resolucion. En la fase antiinflamatoria se liberan
citoquinas reguladoras como la IL-10 y la II-4 que estan acompafiadas de la
regulacion del factor transcripcional Factor Nuclear k3, que inhibe la produccion
de factores activadores de la inflamacion.

Por otra parte, se producen antagonistas de los receptores de las citoquinas
activadores de la actividad fagocitica de macrofagos y PMN, como es el caso del
antagonista de la citoquinas IL-1RA que se une al receptor de la I1-1 bloqueando
asi el inicio de la inflamacion. Este inhibidor se expresa en la membrana de los
neutrofilos y su expresion depende de sefiales hormonales antiinflamatorias,
inhibiendo la IL-1 y no permitir el reclutamiento de PMN.

Los mediadores lipidicos al inicio de la infeccion activan la inflamacion
como sucede con las prostaglandinas y los leucotrienos. A medida que se trata la
infeccidn se produce un cambio en los mediadores lipidicos prorresolutivos como
la lipoxina A4, que tiene un efecto regulador inhibiendo la migracion de los PMN,
recluta macréfagos y monocitos para fagocitar PMN apoptoticos; se encuentran



138 JEANNETTE NAVARRETE OSPINA

también las protectinas y resolvinas producidas por los PMN y las maresinas por
los M¢, las cuales inhiben la migracion trasendotelial y la infiltracion tisular de
los PMN; los receptores de quimioquinas sirven en el PMN como sefiuelos y
carroneros funcionales de quimioquinas CCL3 y CCLS5 lo que inhibe la migracion
de los fagocitos; la MPO tiene propiedades antiinflamatorias y reguladoras de
los fagocitos; la proteina PTX3 tiene relacion con la pentraxina (proteina de fase
aguda) se unen la selectina P, lo que resulta en la disminucion del reclutamiento
de los PMN asi como se ha observado este efecto con la prostaglandina D2.
Finalmente, se han descrito inhibidores endégenos que previenen la activacion
y adhesion de la integrina 2, lo que inhibe la infiltracion de los PMN.

2.7. COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (CMH)

Las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) son
glicoproteinas que se encuentran en la superficie de las membranas celulares
ya que pertenecen a las moléculas de adhesion celular de la superfamilia de las
inmunoglobulinas.

Las proteinas del CMH en el humano se clasifican en moléculas Clase I,
moléculas Clase Il y en medio de estos dos grupos de genes, que en el humano
estan en el brazo corto del cromosoma n.° 6, se encuentran moléculas Clase 111
(figura 2.21). Como caracteristicas principales de los genes del CMH es que
son codominantes, es decir que un individuo expresa ambos genes heredados de
padre y madre, se heredan en paquete denominado haplotipo, son multigénicos
y altamente polimdrficos con mas de 6.000 secuencias de variantes del CMH 1
y 1.500 variantes del CMH II y no hacen reordenamiento durante el desarrollo
humano, como lo hacen las inmunoglobulinas o el receptor TCR del linfocito T.

Figura 2.21. Ubicacion genomica del CMH en el humano: region del brazo corto
del cromosoma n.° 6 donde se encuentran los genes que codifican para la sintesis de
moléculas del CMH
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Nota: Elaboracion propia.
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Se han identificado tres loci unicos que codifican para tres tipos de proteinas.
Las implicadas en la presentacion de antigenos (CMH clases [ y II) y las que
participan en la estabilizacion de las proteinas y la sintesis de moléculas del
sistema inmune, proteinas de choque térmico y chaperonas (moléculas Clase IIT).

Dentro de las funciones que cumple el CMH estan:

2.7.1.

Reconocimiento de lo propio: esta funcidon de reconocimiento y tolerancia
frente a lo propio esta a cargo de los linfocitos T. Cuando los linfocitos T
estan en proceso de maduracion en el timo, estas células deben reconocer
los antigenos del CMH propios que estan en la superficie de las células
epiteliales de la corteza del timo llamadas células nodrizas, estas células
nodriza le presentan el CMH de Clase I y Clase II a los linfocitos T para
generar la tolerancia frente a lo propio y que a futuro no se desarrollen
procesos autoinmunes. Ademas, los genes del CMH cumplen la funcion
del rechazo o aceptacion del trasplante, a esta funcidon se suman otros
genes que igualmente reconocen la diferencia entre receptor y donante,
induciendo la respuesta contra el 6rgano pero de manera mas lenta que
el CMH, denominados Complejo Menor de Histocompatibilidad.

Diferenciacion entre especies y dentro de la misma especie: el CMH de
cada especie tiene sus diferencias moleculares que son propias de cada
una de ellas. El CMH en el humano se denomina HLA de antigenos
leucocitarios humanos, SLA en cerdo, ELA en equinos, BLA en bovinos,
DLA en perro, FLE, en felinos, H2 en ratén, entre otros. Cada especie
expresa moléculas de histocompatibilidad propias de cada una, de alli que
nos diferenciamos entre las especies en el CMH. En el humano, el HLA
nos diferencia entre la misma especie, ya que cada individuo hereda una
cromatide de padre y otra de madre. Esta regla tiene su excepcion cuando
son hermanos gemelos idénticos o cuando en el proceso de fecundacion
de cada hermano hereda la misma carga genética del HLA.

Defensa: el CMH Clase I y II de cada especie tiene la funcion de tomar
péptidos de los microorganismos que han sido fagocitados y que van a ser
presentados a los linfocitos T para activar la respuesta inmune adaptativa.

MoLEcurLas CMH CraAsE [

Las moléculas Clase I son heterodimeros de tipo glicoproteina que hacen
parte constitutiva de las membranas celulares, su sintesis estd codificada por
los genes HLA A, HLA B y HLA C los cuales se denominan genes clasicos,
y los no clasicos los genes HLA E, HLA, F, HLA G, HLA H, HLA J y HLA
Y. Las moléculas Clase I estan compuestas por una cadena pesada o de PM 44
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kDa y con ~325 aminodcidos (a.a.) incluidos los intramembranales y una cola
intracitoplasmatica hidrofilica de ~55 a.a.; la cadena liviana 32 microglobulina
tiene unP M 12 kDa.

Laestructura de la cadena a., estd dividida en tres dominios extracitoplasmaticos,
los dominios al y a2 de conformacion similar y de la que depende el
polimorfismo de las moléculas HLA Clase I y la union del péptido antigénico
que se va a presentar a los linfocitos T citotoxicos. El dominio a3 y la cadena
2 microglobulina se encuentran cercanos a la membrana celular con el fin
de mantener a los dominios a1 y a2 alejados de la membrana para facilitar la
interaccion con su ligando el receptor CD8+ (figura 2.22).

Figura 2.22. Moléculas CMH Clase I: estructura y dominios de las moléculas HLA
Clase I cadena pesada o. y cadena liviana 2 microglobulina

Hendidura de
CADENA a unidn al péptido

Nota: Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

Las moléculas HLA Clase I se encuentran en la membrana de toda célula
que contenga nucleo, es decir, que esta ausente en eritrocitos y en otro tipo de
células como las células germinales, células de los embriones preimplantacion
y en el sincitiotrofoblasto que es el tejido embrionario no presente en la vida
extrauterina; en algunas células como las neuronas, monocitos y hepatocitos
expresan niveles bajos de moléculas del CMH Clase I.
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Las moléculas Clase I presenta péptidos provenientes de antigenos enddgenos,
es decir, provenientes de patdogenos que requieren estar en el interior de una
célula para su multiplicacion y sobrevivencia (virus, Ag tumorales, bacterias y
parésitos intracelulares) (tabla 2.13).

La cavidad de union al péptido entre el dominio al y a2 es cerrada de ambos
lados, lo que limita el nimero de presentacion de aminoacidos del patdégeno de
8 a 10, es decir, que las moléculas HLA Clase I presenta péptidos de tamano
pequeiio en una conformacion flexible y extendida sobre el lecho de la hendidura.
El tamafio de la cavidad requiere que las proteinas nativas del patogeno sean
digeridas para producir fragmentos mas pequeiios que puedan enlazarse con las
moléculas Clase [ y que sean presentadas adecuadamente al linfocito T y esto
lo realizan ya que el ligando del HLA A,B,C es el receptor CD8™, por lo tanto,
los péptidos son presentados a los linfocitos T citotoxicos; el HLA E es una
molécula de polimorfismo limitado, presenta péptidos a las NK y es reconocido
por el receptor CD94 y NKG2; el HLA G se expresa en el sincitiotrofoblasto
placentario y su funcion es inhibir la accion de las NK para prevenir el rechazo
del aloinjerto del feto.

Para que la cadena a de las moléculas HLA Clase I se expresen en la
membrana celular, requiere de la presencia de la cadena 2 microglobulina,
lo que significa que la expresion de las moléculas Clase I estd regulada por la
cadena 2 microglobulina.

2.7.1.1. SINnTESIS DE MOLEcULAS CMH CrLASE [

Las moléculas Clase I se sintetizan para presentar antigenos endogenos (virus,
antigenos tumorales, bacterias y parasitos intracelulares). En el caso de los virus,
este ingresa a la célula y aprovecha la sintesis de proteinas propias de la célula
para realizar la sintesis de las proteinas virales mediante los ribosomas de la
célula para su posterior ensamblaje como particulas virales. La célula infectada
en respuesta a este proceso de replicacion viral, inicia la degradacion del virus
mediante un complejo proteinico en forma de barril denominado proteosoma,
el cual tiene actividad proteolitica sobre las proteinas virales que se encuentran
en el citosol. Este proteosoma en condiciones normales, se encarga de degradar
proteinas anormales, mal ensambladas o que ya no son necesarias. En el caso de
células infectadas, el interferon producido por otras células del sistema inmune
innato, hace que las células infectadas cambien sus proteosomas a favor de la
produccion de péptidos que se puedan unir a las moléculas CMH Clase I, ya que
produce péptidos con un residuo hidréfobo en el extremo carboxilo, propiedad
que le permite unirse al CMH Clase 1.
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Estos péptidos son transportados hacia el reticulo endoplasmico (RE) por
medio de la proteina denominada transportador asociado al procesamiento del
antigeno (TAP), que esta formado por dos cadenas polipeptidicas denominadas
TAP-1 y TAP-2. Al mismo tiempo la cadena o y la cadena 2 microglobulina
recién sintetizadas, son llevadas al RE para su plegamiento y fusion con el
péptido obtenido del patdogeno intracelular. Para este plegamiento CMH I
y péptido, intervienen chaperonas como la calnexina que retiene la cadena
pesada una vez ingresa al RE; cuando la B2 microglobulina se une a la cadena
pesada, la calnexina es liberada y el heterodimero de la cadena pesada y la 32
microglobulina, forman un complejo de carga de péptido en union con TAP-1
que actia como transportador peptidico, la calreticulina que actia como una
chaperona, la tapasina y la enzima oxidorreductasa ERp57 se encuentran unidas
por enlaces disulfuro (figura 2.23).

Este complejo y el heterodimero buscan péptidos compatibles al sitio de
unioén y se ajustan, sin embargo, si el péptido es demasiado largo la enzima
aminopeptidasa del reticulo endopldsmico elimina los a.a. desde el extremo
aminoterminal del péptido para mejorar su ajuste en el lecho del CMH Clase
I. Los demas péptidos transportados por TAP que no se unieron a CMH I son
transportados desde el RE al citosol.

Figura 2.23. Sintesis de CMH Clase [ y union con el péptido proveniente del
patogeno endogeno
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roteosoma @ peptidicos
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Nota. Elaboracién propia.
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Cuando sucede la unién entre el péptido y los dominios al y a2 de la cadena
pesada del CMH Clase I, todas las chaperonas que intervinieron en el plegamiento
y ajuste son liberadas y el CMH I mas el péptido salen del RE en una vesicula
para pasar por el aparato de Golgi hasta llegar a la membrana celular donde se
fusionan vesicula y membrana externa y permitir la expresion de las moléculas
Clase I mas el péptido a presentar (figura 2.24).

Como el ligando de las moléculas CMH Clase I es el receptor CD8+, la célula
que recibe la presentacion es el linfocito T citotdxico (LTc), quien reconoce el
péptido por parte del receptor del linfocito T (TCR) y traduce la sefal al interior
del LTc para producir perforinas que afectan la integridad de la célula infectada
causando la lisis de la misma, todo esto con el fin de evitar que el patdgeno
intracelular contintie con la replicacion y por ende con el proceso infeccioso.

Figura 2.24. Sintesis de las moléculas Clase I y Clase II: en el recuadro de la
via endocitica se observa cuando el Ag exogeno es introducido en el citosol
mediante el fagosoma para degradarlo; a su vez se esta sintetizando CMH Clase
11 en el reticulo endoplasmico, el cual sale en una vesicula para fusionarse con el
fagosoma que contiene en Ag degradado, el CMH toma el epitope del Ag, y expresa
en la membrana CMH Clase Il-epitope exogeno para presentarlo al linfocito T
ayudador. En el recuadro de la via endogena se observa la degradacion del Ag en el
proteosoma, epitope que se va a unir al CMH Clase I en el reticulo endoplasmico y
expresar el CMH Clase I-epitopo endogeno en la superficie de la membrana celular
para presentarlo al linfocito T citotoxico.
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2.7.2. MortcuLas CMH Crase 11

Las moléculas de CMH Clase II son glicoproteinas transmembranales que
estan codificadas por los genes HLA DP, HLA DQ y HLA DR, los cuales se
denominan clasicos, y los no clasicos son los genes HLA DM, HLA DO. Las
moléculas HLA Clase II estan compuestas por una cadena pesada o de 32-34
kDa con 229 a.a. y una cadena liviana 3 de 29 a 32 kDa con 237 a.a. Las cadenas
oy B tienen dos dominios extracitoplasmaticos hidrofilicos, dos segmentos
transmembranales hidrofobicos y cada cadena con una porcion hidrofilica anclada
al citoplasma (figura 2.23). Los dominios a1 y B1 se encuentran mas alejados
de la membrana forman una estructura o hendidura para la union a los péptidos
del patogeno exdgeno que van a ser presentados a los Linfocitos T ayudadores,
ya que el ligando de las moléculas clase II es el receptor CD4+ (figura 2.25).

Figura 2.25. Moléculas CMH Clase II: estructura de las moléculas HLA Clase II:
cadena pesada o. y cadena liviana

Hendidura de unién

Dominio
Intracitoplasmatico

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

Las moléculas HLA Clase II se encuentran en la superficie de las membranas
de Células Presentadoras de Antigeno (CPA) como los macrofagos, células
dendriticas, células de Langerhans, células de Kuppfer, linfocitos B y células
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endoteliales, asi como sobre células de epitelio de timo, fibroblastos, células
cebadas, queratinocitos y linfocitos T activados.

Las moléculas Clase II presentan péptidos provenientes de antigenos exdgenos
lo que significa que deben ser internalizados o fagocitados en el citosol de la
célula para ser presentados sus epitopes. Entre estos patogenos estan los hongos,
parasitos, bacterias y particulas virales extracelulares (tabla 2.13).

Tabla 2.13. Complejo Mayor de Histocompatibilidad en el humano. Cuadro
comparativo de las caracteristicas y funciones de las Moléculas HLA Clase [ y HLA

Clase I1
Caracteristica CMH Clase I CMH Clase II
Genes HLAA,B,C,E.F,G,H,J,Y* HLA DM, DO, DP, DQ,DR *

CPA: macroéfagos, células den-
Toda célula nucleada excepto  driticas,linfocitos B
globulos rojos, neuronas Otras células: LT helper, esper-
matozoides

Célula donde se expresa

Tipo de Ag que pre- Enddgeno (virus, tumores, bac- Exogeno (bacterias, hongos,

senta terias y parasitos intracelulares) — parasitos)
Cantidad de aminoaci-

dos presentados 8-10 a.a. 20-30 a.a.
Lt que reconoce el Ag LT citotoxico LT ayudador
presentado

Ligando cps*t cp4t

Nota. Genes clasicos en negrilla. Genes no clasicos subrayados.

La cavidad de union con el péptido de las cadenas al y B1 de las CMH Clase
T es polimorfica, lo cual restringe el nimero de péptidos antigénicos que pueden
enlazar, sin embargo la porcion de mayor polimorfismo esta en el dominio 1.
Esta cavidad al tener un area mas abierta, puede presentar péptidos de mayor
tamafio de 20-30 a.a. Los dominios a2 y 32 no presentan polimorfismo, pero si
facilitan la interaccion con su ligando, el receptor CD4+, es decir que el péptido
es presentado al linfocito T ayudador.

2.7.2.1. SINTESIS DE MOLECULAS CMH CrLASE 11

Las proteinas de patogenos extracelulares son procesados por via intracelular
mediante la endocitosis o fagocitosis del agente. Las Células Presentadoras
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de Antigeno (CPA) que también son fagocitos (M¢, CDs), se unen por medio
de receptores al patdogeno para su posterior ingestion y muerte dentro del
fagolisosoma, como se tratd en el tema de la fagocitosis. Los linfocitos B también
unen antigenos especificos por medio de su receptor de membrana (BCR) para
interiorizarlo a través de la endocitosis mediada por el BCR.

Paralela a esta funcion de las CPA, se inicia la sintesis de las cadenas o y
B de las moléculas del CMH Clase II, desde los ribosomas hacia el reticulo
endoplasmico (RE). Las cadenas ot y B ya polimerizadas se unen a la cadena
invariante que tiene como funcidn prevenir que al sitio de union del péptido se
unan péptidos que se encuentran en el RE, ademas, enviar las moléculas CMH
Clase 1II a las vesiculas endociticas donde van a tomar el péptido de interés a
presentar al linfocito T. Estas vesiculas tienen proteasas como la catepsina S
que degrada la cadena invariante, dejando solo un pequefio fragmento de esta
cadena cubriendo el lecho de union al péptido de las moléculas CMH Clase 1.
Este fragmento se denomina péptido de la cadena invariante asociado a Clase
IT (CLIP) (figura 2.26).

Figura 2.26. Sintesis de CMH Clase Il y union con el péptido proveniente del
patogeno exogeno

Nota: Elaboracion propia.

Para la eliminacion del CLIP del lecho de los dominios al y B1 y la union
con el péptido del patogeno, interviene la molécula HLA-DM que facilita la
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union de otros péptidos, pero por union repetida del CMH Clase II con HLA-
DM, el HLA-DM desplaza los péptidos que tienen uniones débiles y asegura
la presentacion de péptidos fuertemente adheridos. En este momento, el CMH
Clase II sin cadena invariante y el péptido fuertemente unido son llevados a la
superficie celular mediante una vesicula transportadora, para permitir la expresion
en la membrana de la CPA (figura 2.23). Una vez es presentado al linfocito
T ayudador, sus receptores realizan sefializacion intracelular para dar como
resultado la mitosis del Linfocito Th y la produccion de citoquinas.

2.7.3. MoLEcuLAs CLask 1T

Los genes de las moléculas Clase Il se encuentran ubicados entre los del
CMH Clase I y Clase II. Codifican para proteinas que no estan en la superficie
celular, no son responsables del reconocimiento de lo propio, no tienen la funcion
de diferenciar entre las especies, mientras que si cumplen una funcion en la
sintesis de proteinas de la respuesta inmune como las proteinas del sistema de
complemento (C4a, C4b, C2, Factor B), citoquinas (factor de necrosis tumoral
FNT a y )y proteinas del choque térmico (Hsp70); chaperonas (TAP1y TAP
2) y enzimas esteroides 21-hidroxilasa, 21 OHA y 21- OHB.

2.7.4.  GENETICA, POLIMORFISMO Y NOMENCLATURA DEL CMH

Los genes del CMH se encuentran en el brazo corto del cromosoma No. 6y de
la B2- microglobulina en el cromosoma No. 15. Dentro de las caracteristicas que
presentan los genes del CMH y sus productos estan el polimorfismo de los alelos
de estos genes ya que se realizan de 1 a 50 sustituciones de a.a. que no suceden
al azar, sino que se producen en los dominios al y a2 del CMH Clase [ y en
al y B1 del CMH Clase 11, que codifican dos grupos de proteinas de estructura
diferente pero homologas entre si. Por otra parte, dentro del genoma humano, los
genes del CMH son los que han evidenciado mayor polimorfismo, para algunos
locus HLA de han detectado mas de 250 alelos mediante andlisis serologicos
y por secuenciacion molecular, se ha demostrado que un alelo de HLA puede
presentar multiples variantes con pequefias diferencias entre ellos. La generacion
del polimorfismo de las moléculas del CMH se produce con el fin de que en
los procesos infecciosos sobrevivan los individuos mas polimorficos ya que
tienen mejores oportunidades de presentacion de péptidos antigénicos; ademas,
es importante que para que se dé un mayor polimorfismo, en la reproduccion
sexual entre individuos, se debe realizar seleccion de pareja mas HLA distante
para que el feto en desarrollo tenga mas posibilidad de éxito en la implantacion
y desarrollarse adecuadamente.
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Existen ventajas y desventajas del polimorfismo que presentan las moléculas
del CMH. Como ventaja es tener mayor capacidad de defensa del individuo frente
apatogenos causantes de infeccion lo que da mayores garantias de sobrevivencia
para el individuo y la especie humana. Como desventajas hay mayor incidencia de
enfermedades autoinmunes por fallas en el control frente a lo propio en el timo,
de este sistema depende la incompatibilidad entre 6rganos e induce el rechazo
de trasplantes so6lidos y de médula ésea y dificulta el desarrollo de vacunas que
requiere la intervencion de una respuesta potencial por parte de los linfocitos T.

El CMH, al poseer diferentes loci y un nlimero muy elevado de alelos dife-
rentes, le da la caracteristica al complejo de ser poligénico y polimérfico, lo que
resulta en una gran diversidad de moléculas de histocompatibilidad (tabla 2.14).

Tabla 2.14. Polimorfismos de las Moléculas CMH Clase I y Clase 11 en el humano

Polimorfismo del HLA Clase I Y II

Numero de proteinas

Clase Locus HLA Numero de alelos expresadas
A 7,742 4,355
HLA Clase
I B 8,849 5,343
C 7,393 4,095
DPAI 406 173
DPA2 5 0
DPBI 1,958 1,223
HLAI flase DPB2 6 0
DQALl 442 205
DQA2 40 1
DQBI 2,230 1,407
DRA 32 S
DRB 4,018 2,736

Los genes del CMH expresan en forma codominante, lo que significa que
cada individuo expresa los genes heredados de padre y madre (figura 2.27)
y el conjunto de alelos presentes en cada cromatide del cromosoma No 6, se
denomina haplotipo, es decir cada individuo heterocigoto va a expresar dos
haplotipos. Determinados alelos del HLA presentes en diferentes locus, se
heredan en conjunto con una frecuencia mayor de la esperada, a esto se le
denomina desequilibrio de ligamento.
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Figura 2.27. Herencia del HLA: cada progenitor da a su descendencia un haplotipo
en cada espermatozoide y ovulo, que al momento de la fecundacion se manifiestan de
manera codominante permitiendo la combinacion al azar de cada haplotipo

) (|

A/C A/D B/C B/D
Nota: Elaboracion propia.

De acuerdo a la forma en que se heredan al azar los haplotipos del HLA
se pueden generar individuos que tengan la probabilidad de tener haplotipos
idénticos en un 25 % (primer embarazo de esta pareja haplotipo A, C; segundo
embarazo de esta pareja haplotipo A,D); existe la probabilidad del 25 % de que
los individuos sean totalmente diferentes en el HLA (primer embarazo haplotipo
A, D; segundo embarazo haplotipo B, C); y finalmente, existe la probabilidad del
50 % que los nuevos individuos provenientes de esta pareja sean haploidénticos,
es decir que compartan un haplotipo (primer embarazo haplotipo A, C; segundo
embarazo haplotipo A, D; comparten el haplotipo A).
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El Comité de Nomenclatura de la Organizacion Mundial de la Salud es el
responsable de asignar a cada molécula HLLA una designacion numérica (ejemplo:
HLA A2, HLA B27, HLA DR2) que permite la diferenciacion de cada haplotipo
del CMH (figura 2.28).

Figura 2.28. Nomenclatura de las moléculas HLA: el primer campo corresponde al
antigeno serologico. El segundo campo distingue los alelos HLA que difieren en una
o mas variantes sin sentido. El tercer campo distingue los alelos HLA que difieren en
una o mas variantes sinonimas. El grupo N distingue los alelos HLA que difieren en
una o mas variantes sinonimas dentro de los exones que codifican las regiones del
surco de union al péptido (exon 2 y 3 para los genes HLA de clase I y exon para los
genes HLA de clase II).

PREFIJO DE HLA GEN
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N: Sufijo usado para denotar cambios en la expresion

2.7.5.  APLICABILIDAD DEL ESTUDIO DEL CMH

* Trasplante

Las condiciones basicas para insertar tejido de un individuo a otro, fueron
desarrolladas cuando se realizaron los primeros injertos entre cepas de raton
endogamicas. Una aceptacion del 100 % del tejido injertado se obtiene cuando es
en el mismo individuo y se denomina autoinjerto; entre individuos genéticamente
idénticos, injerto singénico, y entre individuos no emparentados, injerto alogénico.
Por otra parte, teniendo en cuenta el posible rechazo a causa de la compatibilidad
de los complejos reconocedores de antigeno entre donante y receptor, se ha fijado
la mirada en 6rganos de animales denominados xenogénicos que puedan suplir
esta problematica y tener una alternativa facil de obtencion de drganos para las
personas que asi lo requieran.
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Cuando el injerto sobrevive al inicio pero es rechazado a los 10 a 13 dias, se
considera un rechazo agudo el cual depende de la accion de los linfocitos T; si un
receptor que con anterioridad ha rechazado un injerto y vuelve a recibir tejido del
mismo donador, y el rechazo sucede entre 6 a 8 dias, se llama rechazo acelerado
ya que los linfocitos T especificos tienen memoria. La respuesta de rechazo esta
mediada por los linfocitos T CD4+, CD8+ o ambos. Las reacciones de rechazo
entre donador y receptor suceden por las diferencias que pueden existir en el
CMH, ya que el receptor dirige su respuesta inmune contra las moléculas no
propias del complejo. Por lo anterior, se han realizado esfuerzos para contrarrestar
este tipo de reacciones mediante la inmunosupresion para evitar el rechazo del
tejido u 6rgano, a excepcion de los trasplantes entre gemelos idénticos.

Cuando un paciente requiere de un 6rgano, los primeros candidatos a elegir
son los hermanos, ya que hay un alto porcentaje de encontrar un hermano
que comparta el 50 % de identidad en su HLA. Se debe realizar la prueba de
histocompatibilidad entre donante y receptor para buscar la mayor identidad
posible en el HLA, busqueda de anticuerpos citotoxicos, grupo sanguineo,
ausencia de agentes infecciosos que puedan causar patologias transmitidas por
tejidos u drganos trasplantados; ademas, es factible inducir tolerancia del receptor
frente a las células del donante acompafiado de medicamentos inmunosupresores
para que al momento de recibir el trasplante se disminuyan las reacciones de
rechazo. Cuando no existe la posibilidad de realizar trasplante entre hermanos,
como fuente de drganos esta el donante de cadaver, donde se tipifica el CMH
del cadaver y se busca en lista de espera, cudl receptor es el mas homogéneo en
sus antigenos de histocompatibilidad. Existe también el xenotransplante entre
diferentes especies (animal a humano), de los cuales no se han obtenido resultados
exitosos, ademas de la posibilidad de transmision de enfermedades zoondticas;
otra posibilidad en estudio, es la obtencion de drganos artificiales cuyo problema
principal es la compatibilidad biologica ya que son dérganos mecénicos que tienen
que adaptarse a un organismo bioldgico.

* Pruebas de paternidad responsable

Los antigenos de histocompatibilidad, al ser heredados de padres a hijos, son
una herramienta eficaz con mas del 90 % de confiabilidad para indicar la relacion
fraterna entre dos individuos (padre-hijo), este porcentaje se incrementa sumando
los analisis de grupo sanguineo, sin embargo, el estudio de histocompatibilidad
HLA es mas utilizado para la busqueda de homologia entre donador y receptor
en trasplantes.

En esta prueba se compara el ADN de padres e hijo en busca del 50 % de ADN
que tienen en comun. Se analizan determinadas regiones o marcadores genéticos
conocidos como STR y se recomienda estudiar minimo 13 STRs denominados
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CODIS, para obtener la informacion genética suficiente. A nivel mundial, lo
normal es analizar 16 STRs validados y denominados como vWA, THO1, S33,
FGA, DI1S1656,D2S51338,D3S1358, D8S1179,D10S1248,D12S391,D16S539,
D18S51,D195433,D21S11, D22S1045, amelogenina (determinacion del sexo),
sin embargo, este grupo de marcadores puede ampliarse a 22 segun la necesidad.

e Asociacion con enfermedades

Diferentes estudios han demostrado la asociacion de los antigenos HLA Clase
I y II con algunas enfermedades a las que generalmente se les desconoce la
etiologia, tienen tendencia a ser cronicas, presentan alteraciones inmunoldgicas
y se presentan en mas de un individuo del grupo familiar. Existe asociacion con
los mecanismos de patogénesis de las enfermedades y entre ellas estan las de
etiologia autoinmune (artritis reumatoidea, diabetes mellitus insulinodependiente,
espondilitis anquilosante, lupus eritematoso sistémico, entre otras); enfermedades
de etiologia no autoinmune (deficiencia de la 21-hidroxilasa); enfermedades de
etiologia desconocida (narcolepsia). Otra asociacion depende de las caracteristicas
de los antigenos HLA y la enfermedad, como las enfermedades asociadas a
antigenos HLA Clase I (espondilitis anquilosante asociada con HLA-B27),
enfermedades asociadas a los antigenos HLA Clase II (HLA DR con lupus
eritematoso) y enfermedades asociadas con antigenos Clase III (deficiencias de
complemento). Existen varias hipdtesis sobre la asociacion de la enfermedad
con el HLA y son el mimetismo molecular entre antigenos HLA y antigenos
de patogenos infecciosos, modificacion en la estructura de los antigenos HLA,
antigenos HLA que actiian como receptores, deficiencia de la respuesta inmune,
deficiencia de los antigenos Clase Il y falla en la seleccion de los linfocitos T.

La asociacion de la presencia de los antigenos de HLA con las enfermedades
se mide mediante el analisis de riesgo relativo (RR), que es la fuerza de asociacion
de una enfermedad con un determinado antigeno o alelo HLA. El RR superior
a 1 indica asociacion positiva; el RR inferior a 1 indica proteccion (tabla 2.15).

Tabla 2.15. CMH y enfermedad. Asociacion de antigenos de histocompatibilidad
(HLA) con algunas enfermedades

Enfermedad HLA RR
Artritis reumatoidea DR4 42
Lupus DRBI1/DQBI1 6
Espondilitis anquilosante B27 87,4
Sindrome de Reiter B27 37

Uveitis anterior aguda B27 10
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Tiroiditis de Hashimoto DR5 3,2
Esclerosis multiple DR2 5
Diabetes juvenil DR3/DR4/DQw8 3-6
Enfermedad celiaca DR3/DR5/DR7 30
Dermatitis herpetiforme DR3 17
Narcolepsia DR2 30

* Embarazo y HLA

En la madre ocurren eventos de desactivacion de la respuesta inmune
contra el feto para su sobrevivencia, como no expresar antigenos HLA Clase II
clasicas en la placenta para evitar el reconocimiento por las NK, expresar en el
citotrofoblasto extravelloso moléculas HLA-G, HLA-E y HLA-C con el fin de
bloquear la accion citotoxica de las NK en la decidua, entre otros mecanismos
que favorecen el desarrollo y crecimiento del feto in tutero.

e Estudios antropologicos

Por medio del estudio del HLA se pueden analizar polimorfismos de
antepasados poblacionales, lo que ha permitido encontrar marcadores importantes
en los HLA que puede enlazar restos arqueoldgicos encontrados en distintas
zonas geograficas con las teorias migratorias de los ancestros que propone la
antropologia. El patron de herencia de los haplotipos favorece desequilibrios
genéticos que permiten mayores frecuencias de un haplotipo en particular en
una poblacion. Por ejemplo, la frecuencia esperada en poblaciones caucésicas
para el haplotipo HLA A1 + HLA B8 es del 7 % al 8 %.

La determinacion de HLA en poblaciones genéticamente constantes permite
reconocer los genes autoctonos de los adquiridos por entrecruzamientos
poblacionales. En el caso de los gitanos, que se han extendido por toda Europa
sin entremezclarse con otros pueblos europeos, se ha demostrado que estan
relacionados con poblaciones indigenas caucésicas. En la India, a pesar de ser
multicultural, su contenido genético ha permanecido constante debido a sus
arraigadas costumbres, encontrandose que sus haplotipos son compartidos con
asiaticos del sudeste. En el continente Americano, caracterizado por un alto
contenido migratorio, se ha observado un cambio genético como el caso de la
poblacion mexicana donde se han encontrado rasgos de origen espafiol-europeo,
amerindios y africanos en menor grado. La poblacion de Paraguay ha recibido
un aporte genético predominantemente espafiol. Estos ejemplos demuestran la
influencia migratoria y los entrecruzamientos genéticos observados hasta el dia
de hoy.
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o Estudios étnicos

Permite el estudio poblacional de diversas razas y sus antigenos HLA. Muchos
estudios poblacionales se han realizado en Europa, Norteamérica y Japon. Las
diferencias de las frecuencias alélicas para los loci del HLA se evidencian en los
principales grupos raciales en los que tradicionalmente se divide la especie humana

2.7.6. REGULACION DE LA EXPRESION DEL CMH

Laregulacion de la expresion de las moléculas CMH Clase I y 11 esta regulada
por diferenciacion celular, por estimulos inmunitarios e inflamatorios extrinsecos.
Las citoquinas tienen un papel importante ya que regulan la transcripcion para
la sintesis de las moléculas HLA; es asi como los interferones (IFN) o, By vy
el factor de necrosis tumoral estimulan la expresion de CMH Clase 'y el IFN y
estimula la sintesis de moléculas CMH Clase II; asi mismo, hay citoquinas que
inhiben por medio de [FNa, IFN (3 y la IL-10.

La expresion del CMH puede aumentar o disminuir en presencia de ciertos
virus como el citomegalovirus (CMV), el virus de la hepatitis B y el adenovirus,
lo que le permite evadir la presentacion de sus antigenos al sistema inmune. La
disminucion de la expresion del CMH también puede deberse a la disminucion
de algun componente responsable del transporte del péptido a presentar o
en el ensamble de las CMH Clase I como es el caso del CMV que enlaza la
2 microglobulina, lo que inhibe la expresion en la membrana celular de las
moléculas Clase I; en el caso de infecciones causadas por adenovirus, no hay
accion de las TAP1 y TAP2 las cuales transportan el péptido del citoplasma al
reticulo endoplasmico, por ende no se expresara la molécula Clase I.

Tanto los genes del CMH Clase I como Clase I1, tienen a los lados secuencias
promotoras 5 que unen factores de transcripcion especificos de la secuencia.
La regulacion transcripcional de CMH es mediada por elementos positivos y
negativos. Es asi como el factor transactivador de las CMH Clase II (CIITA)
y un factor de transcripcion RFX ambos se unen a la region promotora de los
genes del CMH Clase I1. Los defectos en estos dos factores mencionados causan
el sindrome del linfocito desnudo, los pacientes que sufren este sindrome, no
sintetizan CMH Clase II en sus células, lo que lleva como consecuencia que el
paciente posea una inmunodeficiencia grave ya que las CMH Clase II son las
activadoras de los linfocitos T.

2.8. CITOQUINAS

Las citoquinas son moléculas de caracter proteico y glucoproteico de bajo
peso molecular, producidas por un periodo breve de tiempo por una gran variedad
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de células como los linfocitos Th, linfocitos Tc, linfocitos Ty9, linfocitos Th17,
linfocitos B, PMN, eosindfilos, macréfagos, CDs, NK, NKT, mastocitos, células
endoteliales, queratinocitos y fibroblastos.

Cumplen funciones en la amplificacion y regulacion de la respuesta inmune,
en la activacion de la inflamacion y en la hematopoyesis. Las citoquinas pueden
realizar acciones autocrinas (la citoquina sintetizada tiene efectos sobre la
misma célula que la produjo), paracrinas (la citoquina sintetizada tiene efectos
sobre las células cercanas) y endocrinas (la citoquina sintetizada tiene efecto
sistémico). Sus funciones bioldgicas igualmente se caracterizan en el resultado de
la senalizacion en la célula estimulada; son pleiotrdpicas, es decir una citoquina
actia sobre muchos tipos celulares y una célula puede expresar receptores para
mas de una citoquina; son redundantes, es decir, varias citoquinas comparten
funciones similares; son sinérgicas, unas citoquinas favorecen en su funcion, la
accion de otras citoquinas; son antagdnicas, las citoquinas se inhiben o bloquean
sus efectos mutuamente.

Para poder ejercer su efecto sobre la célula a estimular, se requiere de
receptores especificos para cada citoquina los cuales se unen con alta afinidad.
Las citoquinas se dividen en varios grupos:

* Interleuquinas (IL): son citoquinas que interactuan entre dos leucocitos
regulando la activacion de las células del sistema inmune, controlan su
diferenciacion y estimulan la proliferacion de algunas subpoblaciones
celulares; ademads son proinflamatorias activando células endoteliales para
incrementar la permeabilidad vascular y favorecer la migracion de las
células inmunes desde la circulacion sanguinea hacia el tejido infectado;
otras son antiinflamatorias para mantener el control de la respuesta inmune;
controlan la respuesta de los linfocitos T y su diferenciacion y sobre los
linfocitos B los activan para producir los diferentes tipos de anticuerpos
(tabla 2.16).

* Factores Estimuladores de Colonias (CSF): son citoquinas que estimulan
la maduracion en médula 6sea de todas las lineas hematopoyéticas, la proli-
feracion y diferenciacion de las células madre a las diferentes subpoblaciones
de la linea roja y la linea blanca que actiian en la respuesta inmune.

* Interferones (IFN): grupo de citoquinas que la producen casi todas las
células del organismo como respuesta a una infeccion viral, bacteriana
y por estimulo celular causado por la IL-1, IL-2, factor estimulante de
colonias y Factor de Necrosis Tumoral. Estan clasificadas en IFN tipo |
al que pertenecen el IFN a y el IFNB; IFN Tipo II 6 IFNy; IFN Tipo III
la IL-28 e IL-29.
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» Factor de Necrosis Tumoral (TNF): denominada también caquectina,
pertenece a un grupo conformado por varias citoquinas que se produce
ante el estimulo de endotoxinas bacterianas, virales y de protozoos y tiene
efecto antitumoral. A este grupo pertenece la linfotoxina que participa en
la organogénesis.

Tabla 2.16. Citoquinas (interleuquinas, FNT, IFN, CSF): células que la producen,
células blanco y efectos principales que ejercen funcion en la respuesta inmune

Citoquina Fuente Célula blanco Efectos principales
IL 1B Macroéfago, fibroblas- Linfocitos T y B, Coestimulacion de linfocitos,
to, linfocitos macréfagos, endo- activacion de fagocitos, aumen-
telio to de moléculas de adhesion
IL 1a Células endoteliales, Higado hipotdlamo enqotellales, aumepto de Sin-
astrocitos t§s1s Qe prostagladlnas? activa
sintesis de Acs por el linfocito
B y produccion de IL 2 por el
linfocito T, produccion de pro-
teinas de fase aguda, inductor
de fiebre, aumenta produccion
de defensinas
1L 2 Linfocitos T, NK, Linfocitos T, NK, Crecimiento y activacion de
NKT, mastocito, CDs linfocitos B linfocitos T y B, activacion y
division de NK, Transforma-
cién de monocito a macrofago,
maduracion, activacion y sobre-
vivencia de los LTreg
IL3 Células delepitelio ti- Stem Cells Factor hematopoyético mul-
mico, linfocitos Th2, tilinaje
NK, mastocitos
IL4 Linfocitos Th2, células Linfocitos T y B, Activacion y division de linfo-
del estroma de la mé- macréfagos citos B, promotor de cambio de
dula 6sea switch para produccion de IgG1
e IgE y activacion de linfocitos
Th2, regula linfocitos Thl
IL5 LinfocitosTh2, Eosinofilos Linfo- Maduracion de eosindfilos,
mastocitos, citos Ty B desarrollo y diferenciacion de
macréfagos linfocitos T CDS8+, sintesis
de IgM e IgA
IL6 Macrofagos, células Linfocitos Thl, B Crecimiento de linfocitos, dife-

endoteliales ylinfoci-
tos Th2, fibroblastos
y CDs

y hepatocitos

renciacion de linfocitos B, sin-
tesis de proteinas de fase aguda
en la inflamacion, inductor de
fiebre, transformacion de LB a
célula plasmatica
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IL7

Células del estroma de
la médula 6sea

Linfocitos pre-B y
pre-T, megacario-
cito

Division y maduracion de lin-
focitos Ty B

IL 8 (CXCLS)

Monocitos, Mo, fi-
broblastos y células
Endoteliales

Neutroéfilos, mo-
nocitos ylinfoci-
tos T

Activacion celular y quimiotaxis,
promueve la inflamacion, la
angiogénesis y la expresion de
integrinas

IL9

Subpoblaciones de
linfocitos T CD4+:
LT reg, LTh2, LTh9,
LTh17

Linfocito Th, me-
gacariocito, L By
mastocitos

Division celular y promotor de
desarrollo. Junto con la IL-4
promueve la produccion de
IgM,IgG1 e IgE

IL 10

Linfocitos Th2, LTreg,
CDs, Mo

Linfocitos
Thl, Mo, LTh2,
CDs

Inhibidor en la sintesis de cito-
quinas, en la expresion de HLA
Clase I1, efecto antiinflamatorio.

IL 11

Células del estroma
de médula 6sea, fibro-
blastos

Stem Cell, células
plasmaticas, hepa-
tocito, megacario-
cito

Maduracion de plaquetas, divi-
sion y proliferacion celular, sin-
tesis de proteinas de fase aguda.

IL 12

Linfocitos B, Mo,
CDs

Linfocito ThONK,
LTe, LT vd

Diferenciaciéon y activacion
delinfocitos celular, induce
la produccion de IFNy

IL 13

Linfocitos Th2, NKT,
mastocito

Linfocitos B, mo-
nocito, Mg, fibro-
blasto y endotelio
vascular

Diferenciacion y division ce-
lular, proinflamatoria, sintesis
de anticuerpos IgG1 IgE, pro-
duccion de citoquinas HLA y
moléculas de adhesion

IL 14

Linfocitos T

Linfocitos B

Proliferacion celular, inhibicion
en la sintesis de anticuerpos

IL 15

Monocitos, Mo, NK,
CDs, fibroblastos, LT

Linfocitos T, NK,
NKT, LTyd, LTc
yB

Division celular para LT, LB,
NKT y NK, induce memoria
en LTc

IL 16

Linfocitos T, eosino-
filos, monocitos, CDs,
mastocitos

Linfocitos CD4+

Quimiotaxis sobre LTCD4+,
eosindfilos y Mg, proinflama-
toria

IL 17

Linfocitos Thl17,
NKT,PMN, Mo

PMN, mucosas,
células epiteliales,
endoteliales y es-
troma

Proinflamatoria, induce pro-
duccion de péptidos antimicro-
bianos y citoquinas proinfla-
matorias

IL 18

Macrofagos, quera-
tinocitos, células de
Kuppfer y Endoteliales

Células sangui-
neas mononuclea-
res (Mo, NK, LT)

Induce la produccion de IFNy
y activacion de NK, activa
inmunidad innata
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IL 19 Linfocitos B monoci- Macrofagos, LTh  Induce produccion de 1L-6
tos, Mo, queratinoci- y FNT-a, diferenciacion de
tos, células Epiteliales queratinocitos

IL 20 Monocitos Queratinocitos Sintesis de queratina

IL 21 Linfocitos Th1, LTh17 Linfocitos T, B y Coestimulacion de linfocitos T,
y mastocitos NK B y proliferacion y madura-

cion de NK, LTCDS, LB y CDs
1L 22 Linfocito Th22, Higado, mucosas, Produccion de proteinas de
TH17,Thl, LB, NK, piel fase aguda y péptidos antimi-

monocito crobianos

IL 23 Células dendriticas Linfocitos T Me- Diferenciacion de linfocitos
(CDs), Mo, LTh17 moria y células Thl7, actua en la presentacion

dendriticas de antigeno, en la memoria
de LT e induce produccién de
IFN-y
1L 24 Monocitos,LTh2 Células tumorales, Inhibe el crecimiento de células
fibroblastos tumorales, favorece la cicatri-
zacion de heridas e induce la
produccion de IL-1,IL-6 y FNT

IL 25 Linfocitos Th2, M@,  Epitelio de muco- Eosinofilia en mucosas, induce
mastocitos sas, LB, eosinofi- produccion de citoquinas TH2,

los, LTh2 produccion de IgE

IL 26 LinfocitosTh17, Células epiteliales Induce la secrecion de ICAM-
monocitos, NK 1,IL-8, IL-10

IL 27 Células presentadoras Linfocitos T, B,cé- Regulacion de la inflamacion
de antigeno, CDs lulas hematopoyé- y diferenciaciéon de Thl y

ticas Stem Cell de LT virgenes, estimula la
produccion de IL-10
IL 28 Células Treg, CDs Queratinocitos, Inductor de estado antiviral
/IL 29 inmaduras, monocitos melanocitos y antitumoral, se consideran
como IFN tipo III

1L 30 Monocitos, Mg, CDs LT reg, LThl Subunidad de I1L-27

IL 31 LinfocitosTh2, Células epitelia- Proinflamatorias en alergias
Mastocitos les, queratinocitos,

monocitos, €osi-
néfilos

1L 32 Monocitos,Me, NK, Fagocitos Induce produccion de FNT,
LT mononucleares, IL-8, CXCL2, promueve

NK diferenciacion
1L 33 Células Linfocitos T, mas- Induce la produccion de cito-

endoteliales vy
epiteliales

tocitos y basofilos

quinas Th2
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IL 34 Células de bazo, mo- Monocitos Diferenciacion, proliferacion
nocitos, osteoclastos y supervivencia
IL 35 Linfocitos Treg Linfocitos Th17 Supresion de linfocitos Th17,
proliferacion de linfocitos Treg
IL36 Fagocitos, CDs, lin- Linfocitos Regula la expresion de CMH e
focitos, queratinocitos Th1,Th17 y NK ICAM-1 e induce produccion
decitoquinas proinflamatorias
1L 37 Fagocitos ycélulas Fagocitos mono- Regula respuesta inmune
epiteliales nucleares innata, induce la produccion
de citoquinas proinflamatorias
IL 38 Linfocito T y B, Linfocitos T Inhibe IL-17 , IL-22, IL 36
células tisulares
IL 39 Linfocitos B Neutrofilos Promotores de diferenciacion
IL 40 Células activadas de Precursores de Promotores de la respuesta de
estroma de médula linfocitos B anticuerpos
osea y linfocitos B
IL 41 Células tisulares adi- Adipocitos, Antiinflamatoria, regula la
posas, piel, intestino Th1,Th2, Th17 funcion de los adipocitos
y epiteliorespiratorio,
Mo
FNT (caquec- Mo, NK, LT, CDs,LT,LB,Me Migracion y maduracion de
tin a) mastocito, fibroblasto células tumorales, CDs, produccién de quimio-
PMN, células epi- quinas, induce apoptosis de
teliales, hepatoci- células tumorales, induce ex-
tos presion HLA 1y II, expresion
de moléculas de adhesion, ac-
tiva PMN, activa enhipotalamo
para inducir fiebre, en higado
sintesis de proteinas de fase
aguda, choque séptico
Linfotoxina ~ NK, Mo, LT, Mo, células Organogénesis, estructura de
mastocito epiteliales bazo, expresion de moléculas
de adhesion, IgA secretora
IFN tipo I Todas las células NK, todas las cé- Antiviral, sintesis de proteinas
(IFN a yB) lulas, LB, hipotd- antivirales, induce fiebre, ac-
lamo, LTc,células cidnantitumoral, aumento en
tumorales la sintesis de HLA Clase I
IFN tipo II NK, LTyd, LT CDS8, LTh2, Activador de Mo en lafagoci-
(IFNy) Meo,LThl LTh17, PMN, tosis, muertey presentacion de
fibroblastos, antigenos, induce sintesis de

LB, Hipotalamo,
Mo

HLA Clase I
y I, inhibe Th2, Th17, LB
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IFN tipo III Células T reg, CDs Queratinocitos, Inductor de estado antiviral y
(IFNL) inmaduras, monocitos melanocitos antitumoral

FGF B-1 LTreg, células epi- LT, LB, CDs, eo- Esuna citoquina inmunorregu-
(Factor trans- teliales, fibroblastos sinofilos, M@, LB ladora para las células blanco e
forma dor del ¢élulas musculares interviene en la sintesis de IgA
crecimiento)

Nota. Abreviaturas: IL interleuquina; FNT Factor de Necrosis Tumoral; IFN
interferon; CDs células dendriticas; Mo, macrofago; NK Natural Killer; LTh linfocito
T helper; LTc linfocito T citotdéxico; PMN polimorfonuclear neutréfilo. Modificada de
Male, 2021; Rojas, 2017; Habanjar, 2023 y Gong, 2022.

Los Factores Estimuladores de Colonias (FSC) como el Factor Estimulador
de Colonia granulocitico (G-CSF), el Factor Estimulador de Colonia granulocito
monocito (GM-CSF), Factor Estimulador de Colonia monocitico (M-CSF) y la
eritropoyetina, son llamados también factores de crecimiento hematopoyético
que intervienen en la produccion y maduracion en médula ésea de eritrocitos,
leucocitos y plaquetas circulantes (ver médula ésea en el Capitulo 1).

Las quimioquinas o citoquinas quimiotacticas, son proteinas de bajo peso
molecular, que facilitan la migracion y ubicacion de las células del sistema inmune
en el sitio afectado, inflamado o infectado, ademas participan en la vigilancia de
la respuesta inmunitaria y la produccion de la memoria por parte de los linfocitos
T y B, en la embriogénesis, angiogénesis y organogénesis.

Las quimioquinas se clasifican en constitutivas u homeostaticas con la funcion
regular del trafico normal de las células; y en inducibles o inflamatorias las
cuales se generan en procesos inflamatorios para acelerar y facilitar el flujo de
los leucocitos requeridos en el lugar de la agresion.

Existen varios tipos de quimiocinas: las quimiocinas CC tienen dos residuos
de cisteina que se encuentran juntos y de las cuales se conocen 28 tipos; las
quimiocinas CXC que tienen un aminoacido entre dos cisteinas y se reconocen
17 subtipos: las quimiocinas XC con 2 subtipos y las quimiocinas CX3C con
cuatro subtipos.

2.9. INFLAMACION

La inflamacion es uno de los procesos de la respuesta inmune innata mas
requerido en la defensa del huésped contra ciertas lesiones fisicas, quimicas,
infecciones microbianas o enfermedades autoinmunes. El proceso estd compuesto
por una serie de mecanismos en cadena que, de manera organizada y dinamica,
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incluye eventos celulares, moleculares, vasculares y de secrecion humoral.
La inflamacion implica cambios fisicos, ubicacion de leucocitos (PMN, Mo,
monocitos, linfocitos, eosindfilos, mastocitos y basofilos), plasma y liquidos en el
sitio inflamado. Se producen mediadores y moléculas de sefalizacion (histamina,
prostaglandinas, leucotrienos, derivados del oxigeno y nitrégeno, serotonina
y radicales libres, entre otros) que dan como resultado la vasodilatacion, el
enrojecimiento, el edema, mecanismos que dan una alerta al organismo sobre
la afectacion en el tejido y facilita la migracion de células y proteinas que van a
iniciar la respuesta inmune contra el agente agresor.

La inflamacién es un proceso que hace parte de la inmunidad innata y
comunica a la adaptativa para realizar una respuesta inmune eficaz y eficiente
contra el agente agresor. La respuesta inflamatoria tiene dos fases, una aguda y
una cronica, y dos componentes, uno local y otro sistémico.

La inflamacion aguda se divide en vascular y celular. La respuesta vascular
se inicia rapidamente una vez que sucede la lesion o infeccion que estimula la
produccion de estimulos inflamatorios para la vasodilatacion, los vasos se hacen
mas permeables y se produce edema intersticial. La respuesta celular sucede
gracias al estimulo de agentes quimiotacticos como las endotoxinas bacterianas,
el fragmentos C5a del sistema del complemento, interleuquinas como la IL-8,
proteinas producidas por el basofilo como la histamina y leucotrienos, moléculas
que producen la infiltracién de leucocitos en pocos minutos, siendo los PMN los
primeros que llegan al sitio de la inflamacién aguda. El trafico de estos leucocitos
es realizado mediante la accion de moléculas de adhesion celular como los
ICAM-1y 2, integrinas, selectina P y E.

La inflamacion crénica se caracteriza por la infiltracién de células
mononucleares (monocitos, linfocitos), proliferacion de fibroblastos, fibras de
colageno y formacion de tejido conectivo, dando como resultado la formacion de
granulomas que dafan el tejido circundante, mediado por la accion de proteasas
y especies reactivas de oxigeno producidas por las células inflamatorias.

En el componente local de la inflamacidn, participan células como los
mastocitos, los PMN y el endotelio vascular, los cuales liberan mediadores
que producen edema, calor, rubor y dolor. En el componente sistémico de la
inflamacion, actuan el sistema de complemento, las kininas y la coagulacion,
generando metabolitos del 4cido araquiddnico y citoquinas que inducen
vasodilatacion e incremento de la permeabilidad capilar para facilitar el ingreso
de células, proteinas y liquido al sitio afectado, ademas, se produce fiebre,
leucocitosis y proteinas de fase aguda de la inflamacion producidas por el higado.
La inflamacion se produce en varias etapas:

Iniciacion: en esta hay liberacion de moléculas sintetizadas por PMN,
M¢ y mastocitos como las citoquinas y mediadores como la histamina, que
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activan el endotelio para expresar moléculas de adhesion celular y sintetizar
quimioquinas para la migracion de los PMN hacia el tejido afectado, ademas,
hay incremento de la permeabilidad y paso de proteinas al tejido como son los
anticuerpos y las proteinas del sistema de complemento. En esta fase participan
la activacion de los receptores TLR en las células de la inmunidad innata para
producir citoquinas proinflamatorias.

Consolidaciéon: los M¢ y los linfocitos sintetizan citoquinas las cuales
reafirman el proceso de vasodilatacion con el fin de permitir el ingreso de células
y proteinas del sistema inmune al foco inflamatorio.

Resolucion: como las demas respuestas inmunitarias, la inflamacion requiere
de un proceso de regulacion tendiente a finalizar o equilibrar el proceso. Si
el antigeno es eliminado, la resolucion inicia con la apoptosis de las células
que participaron en la respuesta contra el agente y la interaccion entre M¢
y fibroblastos para reparar los dafios producidos en el tejido. Si el patégeno
no es eliminado o hay fallas en los mecanismos homeostaticos, se produce
una inflamacion cronica, estimulacion de los fibroblastos y se incrementa la
produccion de colageno local para dar como resultado una fibrosis.

2.9.1. CELULAS EN LA INFLAMACION

Mastocito: aunque todas las células estan en capacidad de liberar mediadores
de la inflamacion, la fuente principal de los mismos es producida por los
mastocitos. Esta célula mononuclear es producida en la médula dsea, sale a
circulacion y se ubica alrededor de los vasos sanguineos, canales linfaticos
de las mucosas y piel, en la glandula mamaria, lengua, peritoneo, prostata y
pulmon. Al presentarse procesos alérgicos y parasitarios hay mayor division
celular del mastocito. Tiene receptores de membrana que reconocen los PAMPs
de los patdgenos como son los TLR y lectinas que permiten el reconocimiento
de lipopolisacaridos producidos por bacterias Gram Negativas, receptores para
anticuerpos tipo IgG, IgM, IgE, receptores para moléculas de complemento
y neuropéptidos. Cuando estos receptores reconocen su ligando, el mastocito
degranula liberando histamina, heparina, eicosanoides, enzimas proteoliticas,
factor quimiotactico de eosinofilo, factor quimiotactico de neutrdfilo y factor
activador de plaquetas; se producen reacciones bioquimicas donde la fosfolipasa
actia sobre los fosfolipidos de la membrana y produce acido araquidonico,
aumento de iones calcio en el citoplasma que facilita el movimiento de los
granulos a la membrana celular para su posterior degranulacion. Ademas, es
productora de quimioquinas y citoquinas como la IL-1, IL-2, IL-8, IFNy, IL-4
y factores estimuladores de crecimiento de fibroblastos.
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Macrofago: el macrofago (M) como célula que participa en la inflamacion,
ademas de su funcion fagocitica y de presentacion de antigeno, libera moléculas
como laIL- 1, que acttia sobre el sistema termorregulador del organismo generando
fiebre, induciendo la produccion de prostaglandina E en células endoteliales que
revisten los vasos sanguineos del hipotalamo; sobre el higado estimula la sintesis
de proteinas de fase aguda; activa a los fibroblastos y la produccion de coldgeno
para la reparacion de tejido después del proceso inflamatorio.

Los M¢ M1 se originan durante la respuesta inflamatoria por la estimulacion
de IFN-y, TNF a o por el reconocimiento de lipopolisacaridos y se caracterizan
por la produccioén de citoquinas y mediadores proinflamatorios, mientras que
los M2 se activan mediante mediadores antiinflamatorios como la IL-10, IL-4
e IL-13, promueve la remocion de la matriz, la reparacion del tejido afectado y
regula la respuesta inmune.

Baséfilo: durante una respuesta inmune innata, los baséfilos son atraidos hacia
el tejido infectado y en su membrana tiene receptores toll (TLR 2 y 4), receptores
para quimioquinas (CCR2, CCR3), receptores para la porcion Fc de la IgG y
la IgE y receptores para proteinas del complemento. Contiene en su citoplasma
dos tipos de granulos. Los granulos primarios contienen lisosomas e hidrolasas
acidas y los secundarios contienen histamina y heparan sulfato, que actian como
vasodilatadores, la heparina tiene funcion anticoagulante y los leucotrienos que
permiten la contraccion del musculo liso.

El proceso de degranulacion inicia cuando la IgE que estd unida al antigeno, se
fija en la membrana del basofilo en el receptor Fce e igualmente puede activarse
este proceso con las anafilotoxinas del sistema de complemento (C3a, C4a y
C5a) unidas a su receptor de membrana e incluso algunos farmacos. Una vez se
da la union del estimulo con su receptor, a nivel intracelular se activa la tirosin
kinasa (PTK) para iniciar una cascada de reacciones bioquimicas de fosforilacion
y metilacién que permite el ingreso de iones Ca™ " que conduce a la formacién
de 4cido araquidénico que da origen a las prostaglandinas y leucotrienos para
que en la degranulacion igualmente se libere histamina y heparina, mediadores
importantes para la inflamacion.

Eosinofilo: la activacion de los eosindfilos por causas externas produce por
etapas la liberacion de moléculas toxicas y mediadores de la inflamacion. Estos
mediadores estan implicados en la aparicion y progresion de la inflamacion,
especialmente del tracto respiratorio. Los eosindfilos activos producen 1L-4,
IL-13, IL-5, el receptor para la quimioquina CCLS, FSC-GM, citoquinas que
son proinflamatorias, promueven la migracion leucocitaria y la diferenciacion
de fagocitos importantes en la inflamacion; producen ademas leucotrienos
C4, D4 y E4, causantes de la contraccion del musculo liso, el incremento de
la permeabilidad vascular y la secrecion de moco; ademas, regulan CDs y
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linfocitos Th2. Cuando los eosindfilos degranulan, liberan proteinas como la
peroxidasa del eosinofilo, proteinas catidonicas de eosindfilos y neurotoxina que
contribuyen a la inflamacion especialmente en el asma. El eosinéfilo produce
también factor inhibidor de la migracion de macrofagos (FIM) que activa los
signos clinicos de la inflamacion respiratoria como son la secrecion de moco,
la hiperreactividad respiratoria y la inflamacion eosinofilica. Se ha observado
que el FIM interviene en diversos aspectos fisiologicos del eosinéfilo como la
diferenciacion, la supervivencia, migracion, activacion en procesos alérgicos y
en respuesta a infecciones por helmintos.

Plaquetas: liberan numerosos mediadores inflamatorios que no tienen un papel
conocido en la hemostasia. Muchos de estos mediadores modifican las respuestas
leucocitarias y endoteliales a una variedad de estimulos inflamatorios diferentes.
Ademas, las plaquetas forman agregados con los leucocitos y forman puentes entre
los leucocitos y el endotelio, mediados sobre todo por la P-selectina plaquetaria.
A través de sus interacciones con monocitos, neutrofilos, linfocitos y el endotelio,
las plaquetas son, por tanto, importantes coordinadores de la inflamacion y de
las respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas. Producen citoquinas
como el TGFp factor regulador de la respuesta inmune, interactia con PMN y
CDs para estimular la sintesis de citoquinas proinflamatorias.

Las plaquetas, al ser activadas por el Factor Activador de Plaquetas (PAF)
producido por M¢, eosinofilos y PMN, participan activamente en la inflamacion.
El PAF es mas potente que la histamina, produce vasodilatacion, edema,
contraccion del musculo liso, es quimiotactico para los PMN, hace que el PMN
libere lisozimas y eicosanoides.

Linfocitos: la clasificacion de las subpoblaciones depende del tipo de
antigeno que estd estimulando la respuesta inmune. Los linfocito Th CD4+
actuan directamente contra antigenos exogenos, los linfocitos Tc CD8+ contra
antigenos enddgenos. Los linfocitos Th CD4+ efectores pueden clasificarse
en diferentes linajes de acuerdo con el perfil de citoquinas que ellas producen
(LTh1, LTh2, LTh17, LTh9), siendo los LTh1l y LTh17 y sus citoquinas, los
que estan involucrados en trastornos autoinmunitarios e inflamatorios cronicos.
La plasticidad que tienen los LTh17, en condiciones inflamatorias les permiten
desplazarse hacia un fenotipo LTh1 o LTh2, adquiriendo la capacidad de sintetizar
[FN-y o IL-4.

Polimorfonuclear Neutroéfilo (PMN): como respuesta inmune hacia un
patogeno sucede el reclutamiento de PMN de la circulacion al tejido afectado.
La acumulacion de PMN en el tejido se ha considerado como una caracteristica
patognomonica de los procesos inflamatorios tanto agudos como crénicos.

Anteriormente solo se consideraba el acimulo de PMN en el tejido
como un factor que incrementaba el dafio tisular, sin embargo, trabajos
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recientes han modificado estos conceptos dandole al PMN un rol central en el
desencadenamiento de la resolucion inflamatoria, mecanismos que se basan en
la comunicacion entre los PMN vy otras células como los M¢ y los linfocitos T.

Fibroblastos: una vez el patdgeno es eliminado, la fase de resolucion del
procesos de inflamacion se inicia con la reparacion de los tejidos por parte de
los fagocitos y se activan los fibroblastos para dar inicio a la cicatrizacion del
tejido y la sintesis de colageno. Ademas, participa en la sintesis de citoquinas
como la IL-6, IL-8, IL-11 e IFNy.

2.9.2.  MEDIADORES ACTIVADORES DE LA INFLAMACION

2.9.2.1. MEDIADORES PRIMARIOS

Son moléculas producidas por células del sistema inmune y otras por
activacion enzimatica. Los mediadores primarios se encuentran presintetizados
y son secretados rapidamente cuando se inicia el proceso inflamatorio. Dentro
de estos se encuentran:

« Enzimas proteoliticas: enzimas como la elastasa y la colagenasa se en-
cuentran en los granulos azurofilos del PMN; la elastasa tiene como funcion
eliminar los productos de degradacion tisular en el sitio de la inflamacion
y la colagenasa actiia degradando el colageno en el tejido conectivo.

* Factor Activador de Plaquetas (PAF): es un potente mediador
quimico activador de la primera fase de la inflamacion, favorece el flujo,
agregacion y activacion de las plaquetas hacia el tejido lesionado, permite
la degranulacién de los mastocitos que facilita la amplificacion de la
inflamacion y posteriormente se liberan mediadores como la histamina,
bradiquinina y leucotrienos, favorece el flujo y activacion de basofilos,
eosinofilos y PMN para la liberacion de radicales libres y leucotrienos.

* Quimioquinas: son proteinas de bajo peso molecular ligadas a la heparina,
producidas por células endoteliales activadas y con dafio tisular, su
funcién es inducir movimiento de leucocitos a las areas donde hay lesion
e inflamacion, favorece la activacion de la respuesta inmune adaptativa 'y
contribuye a la patogénesis de algunas enfermedades.

* Histamina: molécula de bajo peso molecular, de rapida accioén en
la inflamacion, funciona como neurotransmisor, activa la sintesis de
hormonas pituitarias, participa en la regulacion gastrointestinal y en
reacciones de hipersensibilidad. Se encuentra principalmente en los
granulos de los mastocitos, basofilos y en células como los linfocitos
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y neuronas. La histamina es secretada en union con la heparina, union
que se disocia una vez es secretada por el mastocito o el basoéfilo.
Produce vasodilatacion, aumenta la permeabilidad vascular, induce la
broncoconstriccion en episodios asmaticos, aumenta el peristaltismo
intestinal, produce extravasacion de liquido y proteinas plasmaticas que
forman el edema. Su funcion la ejerce al unirse a los receptores H1, H2,
H3 y H4 que expresan células como CDs, monocitos, LT, LB, células de
la mucosa gastrica, células del sistema nervioso central y eosindfilos.

Heparina: pertenece a los polimeros de heparan sulfato dentro de los
proteoglicanos cuya funcion principal es anticoagulante y también ejerce
efectos antiinflamatorios ya que disminuye la adhesion y la migracion
leucocitaria al bloquear la expresion de las selectinas L y P. Se almacena
especialmente en los granulos de los mastocitos.

Eotaxina: es una quimioquina que tiene como funcion atraer los
eosindfilos al tejido afectado, regular el trafico de los eosindfilos en estado
basal, promover la eosinofilopoyésis y permitir la movilizacién de los
progenitores de eosinofilos en la médula 6sea para salir como eosinéfilo
maduro a circulacion periférica. Se clasifican en eotaxina-1 (CCL-11),
eotaxina-2 (CCL-24) y eotaxina 3 (CCL-26) que se unen al receptor CCR3
de la membrana del eosinofilo.

Eicosanoides: moléculas importantes en la inflamacion, originadas de
la oxidacion de lipidos membranales por accion de enzimas como la
fosfolipasa que genera acido araquiddnico y a partir de este, por la via
ciclooxigenasa, se producen las prostaglandinas. Los leucotrienos se
producen a partir de la 5- lipooxigenasa y a partir de la 15-lipooxigenasa
se producen las lipoxinas, resolvinas y protectinas.

Proteinas del complemento: las anafilotoxinas (C4a, C3a, C2b, C5a)
producidas por la activacion de las proteinas del complemento actiian
como kininas, quimioatractantes e incrementan la permeabilidad vascular
y son proinflamatorias (ver Sistema de complemento).

2.9.2.2. MEDIADORES SECUNDARIOS

Los mediadores secundarios se denominan asi porque son producidos por
células del sistema inmune y se generan cuando ya se ha iniciado el proceso
inflamatorio, es decir se producen de nuevo. Dentro de los mediadores secundarios
de origen celular se encuentran:

Leucotrienos: moléculas derivadas del 4cido araquidonico que por medio
de la oxidacion que ejerce la enzima 5-lipooxigenasa se transforma en
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hidroperoxieicosatetraenoico (HPETE) el cual se reduce espontaneamente
a 5-hidroxieicosatetraenoico (HETE) y se transforma en cuatro tipos de
leucotrienos (LTA4, LTB4, LTC4, LTD4, LTE4). Funciones bioldgicas:
potentes mediadores de la inflamacion, causan constriccion del musculo
liso especialmente en tejido pulmonar, estan presentes en procesos
de inflamacion cronica ya que incrementan la permeabilidad vascular
favoreciendo la produccion de edema en el tejido afectado.

* Protaglandina E2: es una de las potentes activadoras del proceso
inflamatorio, produce ademas vasodilatacion, fiebre, dolor, incrementa
la permeabilidad vascular aunado con el LTB4 y la anafilotoxina C5a

» Eicosanoides: moléculas lipidicas que tienen como funcién regular a
nivel intracelular, mediadores del sistema nervioso central, activa la
inflamacion, participa en la respuesta inmune y en la transmision de dolor.
Su mayor representante es la prostaglandina.

* Proteinas de fase aguda: son mediadores producidos por el higado que
se incrementan en las fases iniciales del proceso inflamatorio, actia como
opsonina favoreciendo la activacion del sistema de complemento y la
fagocitosis. Entre estas proteinas esté la proteina C Reactiva, la proteina
A sérica del amiloide, la lectina ligadora de manosa y el fibrindgeno.

* Citoquinas IL-2, IL-5, IL-6, IL-17, IL-23 IFNy, FNT: son mediadores
proinflamatorios producidos por linfocitos, macréfagos y otro tipo de
células. (Ver Citoquinas).

2.9.3. REGULACION DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA

Como en toda respuesta inmune, se requiere inhibir la inflamacion una
vez se elimine el agente agresor con el fin de evitar una respuesta exagerada
o perjudicial. Algunas moléculas activadoras de la inflamacion, cuando su
concentracion disminuye o se unen a otro tipo de receptores, tiene efecto
inhibitorio, logrando un equilibrio en la respuesta inmune. Es el caso de la
histamina, que cuando se une a receptores tipo H2 encontrados en la membrana
de basofilos y mastocitos, produce una disminucion en la sintesis de mediadores
proinflamatorios, inhibe la accién de los PMN, inhibe la quimiotaxis y activa los
linfocitos T reguladores; la PGE inhibe la sintesis de mediadores proinflamatorios
por parte del mastocito y el basofilo e inhibe la proliferacion y diferenciacion de
los linfocitos T como agonistas autbnomos, el mastocito y el basofilos expresa
receptores oi-adrenérgicos que inician la regulacion de estas células; la heparina
inhibe la coagulacion y la activacion de moléculas del sistema de complemento;
el eosindfilo libera enzimas que degradan mediadores proinflamatorios como la
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histaminasa que degrada la histamina, la aril-sulfatasa actlia sobre los leucotrienos
y la fosfolipasa actlia sobre el factor activador de las plaquetas; la lactoferrina
es antiinflamatoria ya que inhibe citoquinas proinflamatorias como la IL-1, la
IL-6 y el FNT, ademas, reduce la produccion de prostaglandina E y la actividad
del sistema de complemento.
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CapriTULO 3
RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

La respuesta inmune adaptativa o adquirida, como su nombre lo indica, es
una respuesta que se adapta o se adquiere al tener contacto con el patdégeno que
ingresa causando infeccion. Esta acta cuando el agente agresor logra atravesar
las barreras fisicas y quimicas que posee el organismo y cuando la respuesta
innata no logra eliminar el patdogeno invasor, es decir que se convierte en la
tercera linea de defensa del organismo.

La inmunidad adaptativa estd a cargo de la respuesta especifica celular,
direccionada por los linfocitos T, y la respuesta especifica humoral, a cargo
de los linfocitos B con la produccion de los anticuerpos o inmunoglobulinas,
proteinas altamente especificas contra el antigeno. Los linfocitos T y B tienen
la capacidad de reconocer el patogeno, capacita al organismo para ofrecer
una respuesta direccionada en un segundo contacto, potente y rapida contra el
agente agresor en union con la respuesta inmune innata. Las caracteristicas de
la respuesta inmune adaptativa realizada por los linfocitos T y B son:

* Ademas de rapida, su accion es efectiva y altamente especifica.

* Proporciona proteccion contra una amplia variedad de patogenos que se
encuentran en el ambiente.

» Al ser altamente especifica, su respuesta reconoce diferencias minimas
entre patdgenos y las células propias.

* Cuando los linfocitos T y B proliferan en una primoinfeccion y la respuesta
inmune ha logrado eliminar el patégeno, estas células adquieren una vida
media prolongada y memoria inmunologica que le permiten controlar de
manera rapida y eficaz una infeccion causada por el mismo patégeno.

* Reacciona contra microorganismos de rapida evolucion por su versatilidad
para atacar nuevos blancos.

* Reconoce los epitopes del patogeno por medio de receptores de superficie
celular del linfocito T (TCR) y del linfocito B (BCR).
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Los receptores TCR y BCR que se encuentran en vertebrados y mamiferos,
tienen la capacidad de ser polimoérficos para generar versiones distintas del sitio
de unidn para epitopes diferentes, y esto se debe a que los genes que codifican
para estos receptores, evolucionan de distintas maneras en el desarrollo de los
linfocitos para unirse de manera especifica a los componentes del patdégeno y
generar proliferacion, division y diferenciacion de linfocitos efectores, cuyo fin es
eliminar la infeccién de manera oportuna. Otro papel importante de la respuesta
inmune adaptativa es el rechazo de tumores y en las enfermedades autoinmunes.

3.1. RESPUESTA INMUNE CELULAR ESPECIFICA

Los linfocitos T tienen la capacidad de reconocer agentes extrafos y reaccionar
de manera especifica para su efectiva eliminacion. Si el agente es enddgeno,
es decir, que requiere estar en el citoplasma de la célula para sobrevivir y
multiplicarse (virus, bacteria o parasito intracelular y antigenos tumorales)
sus epitopes son presentados mediante el CMH Clase I (ver CMH) a los LT
citotoxicos (LTc) que como respuesta van a proliferar, liberar perforinas que
causan la lisis de la célula infectada y producir LTc de memoria para enfrentar
un segundo contacto.

Por el contrario, si €s un microorganismo exogeno que no requiere estar en
el interior de una célula para su sobrevivencia (hongos, bacterias y parasitos
extracelulares), estos deben ser internalizados por medio de la fagocitosis para
que, por medio del CMH Clase II (Ver CMH), se puedan presentar los epitopes
a los linfocitos T ayudadores (LTh) y como resultado de esta presentacion el
LTh prolifera, produce citoquinas y células de memoria que reaccionaran en un
contacto posterior frente al mismo agente agresor.

3.1.1. LiNnrocitos T

Los linfocitos T son células mononucleares producidas en la médula 6sea por
accion de las citoquinas y factores estimuladores de colonias, de donde salen
a circulacion estimulados por la timotaxina, lo cual provoca que estas células
inmaduras se dirijan hacia el timo donde completan su desarrollo, reconocen lo
propio y se especializan en las diferentes subpoblaciones.

El 95 % de los linfocitos T que tienen receptor TCR af3 solo reconocen
pequetios epitopos peptidicos que se encuentran unidos al CMH de las células
presentadoras de antigeno. Entre las caracteristicas fisiologicas de los linfocitos
T se encuentran que son células mononucleares, su niicleo ocupa el 90 % de su
citoplasma, el diametro oscila entre 6-30 um; tienen receptores que los clasifican
como linfocitos T ayudadores (LTh) CD3+ CD4+, linfocitos T citotoxicos (LTc)
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CD3+ CDS8+, linfocitos T reguladores (LTreg) CD3+CD4+CD25+; ademas
poseen el receptor que reconoce los epitopes del antigeno denominado Receptor
de la Célula T (TCR), del cual hay dos tipos TCRa3 y TCR yo.

Entre sus funciones esta mantener la tolerancia frente a lo propio, reconocer
de manera restringida a antigenos extrafios cuando son presentados por el CMH
Clase I al LTc y por el CMH Clase II al LTh y son los productores de mayor
proporcion de citoquinas involucradas en la respuesta inmune. La accion de los
linfocitos estimulados da como resultado dos tipos de respuesta:

» Una respuesta efectora, es decir, sintetizan su producto para contribuir
a la eliminacion del patogeno, en el caso de los linfocitos Th producir
citoquinas, de los LTc hacer citotoxicidad a la célula blanco

* Unarespuesta de memoria para realizar una respuesta mas rapida y efectiva
al tener un segundo contacto con el patogeno. La respuesta de memoria
surge a partir de una respuesta primaria con la que los linfocitos T virgenes,
producen subpoblaciones de linfocitos T de memoria que permanecen
en estado GO antes de un segundo contacto; cuando sucede la nueva
estimulacion, hacen expansion clonal con mayor rapidez e intensidad e
igualmente secretan citoquinas en mayor cantidad. En esta fase pueden
sobrevivir de meses a afios sin recibir estimulo antigénico gracias a las
proteinas antiapoptdticas que producen. Para que se produzcan LTh de
memoria se requiere la intervencion de las IL-15 y IL-7, la pérdida el
receptor CD45RA y la selectina L y la adquisicion del receptor CD45RO
y el CDw29; mientras que para la generacion de LTc de memoria se
necesita de la interaccion CD40-CD40L.

3.1.1.1. MADURACION Y ESPECIALIZACION DEL LINAJE T

El timo es un 6rgano con un ambiente aislado y organizado que permite
el desarrollo y maduracion de los linfocitos T; este drgano esta totalmente
desarrollado al momento de nacer, progresivamente hacia el aiio inicia un proceso
de involucion, ya que los linfocitos T periféricos maduros han reaccionado contra
diferentes patogenos, poseen memoria, son longevos o son autorrenovables, a
diferencia de los linfocitos B maduros que son de vida corta y en la médula 6sea
se reponen continuamente.

Laestructura fisiologica del timo esta formada por una red de células epiteliales
llamadas estroma timico, que junto con otras c¢lulas forman una corteza densa y
una médula timica menos densa siendo la sangre la tinica via por la cual entran
timocitos y salen linfocitos T maduros. Los linfocitos precursores de linea T
entran en contacto con el estroma timico, se dividen y pierden receptores de
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célula madre (CD34) y adquieren los primeros receptores de la linea T como el
CD2, inician el reordenamiento de genes del receptor T (TCR) y son doblemente
negativos para CD4 y CDS. La IL-7 y el receptor Notch 1, permiten el inicio de
la diferenciacion de los linfocitos T.

La primera fase de maduracion de los linfocitos T inicia con el desarrollo
de una célula precursora de linfocito T que expresa el receptor TCR (TCRa y
TCRy0). Estos TCR compiten entre si para determinar cudl se expresa primero
para anular la expresion del otro, es decir si se expresa primero o3 el linaje de
esos timocitos va a ser o y no Yo y viceversa. Los linfocitos que no logran
el reordenamiento genético de sus receptores TCR mueren por apoptosis y
son fagocitadas por macréfagos en la corteza del timo. Durante este proceso
expresan varias glucoproteinas que actian como receptores de membrana, los
diferencia entre ellos en cuanto a sus funciones en la respuesta inmunitaria y
son denominados CD3, CD4 y CD8. En este momento expresan correceptores
CD4" y CD8" denominandose timocitos doblemente positivos.

La segunda fase del desarrollo de los linfocitos T, es el reconocimiento de
los antigenos propios (CMH) por parte del receptor TCRa3. Los linfocitos T,
TCR af3 pasan por dos filtros:

* Seleccion positiva: proceso mediante el cual los linfocitos T inmaduros
doblemente positivos (CD4+ CD8+) se unen con una baja afinidad a las
moléculas del CMH expresadas en la membrana de las células epiteliales
de la corteza del timo (células nodriza). Los timocitos son rescatados de
la muerte celular programada y estimuladas a sobrevivir. En este proceso
los genes de la cadena adel TCR contintian reordenandose a fin de que se
puedan producir TCR de diferentes tipos para que uno de esos reconozca
el CMH propio. En esta etapa, muchos linfocitos fallan en la seleccion
positiva y mueren por apoptosis. El tipo de molécula CMH que interviene
en la seleccion positiva, determina cudl receptor CD4 o CD8 se va a man-
tener en la membrana del linfocito que est4 en proceso de maduracion.

* Seleccion negativa: de las células que ya pasaron por el proceso de
seleccion positiva, las que poseen TCR que reconocen los péptidos propios
del CMH con alta afinidad, mueren por apoptosis con el fin de eliminar
células potencialmente autorreactivas. Los linfocitos T autorreactivos que
logran entrar a circulacion, entran en un estado de anergia al reconocer el
péptido propio y son regulados por los linfocitos T reguladores.

Los linfocitos que sobrevivieron a los dos procesos, seleccion positiva
y negativa entran a la médula del timo para especializarse en las diferentes
subpoblaciones gracias a la accion de las hormonas timicas como la timopoyetina,
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timulina y factor humoral del timo; posteriormente salen como LT maduros a
circulacion hacia los 6rganos linfoides secundarios, con la capacidad de reconocer
péptidos extrafios y diferenciarse en linfocitos T efectores de diferentes subtipos.
Los linfocitos que salen a circulacion el 95 % son LT TCRaf, y 5 % son LT

TCRy0, en mucosas los lintocitos T TCR yd se encuentran en una concentracion
del 10 %.

En resumen, los linfocitos T ya maduros y especializados tienen como
receptores el TCRa3, CD3+ que indica que es un linfocito T, CD4+CDS- es
un linfocito Th, CD4-CD8+ es un linfocito Tc, CD4+ CD25+ es un linfocito T
regulador. Los linfocitos Th tienen la capacidad de reconocer péptidos extraios
en el contexto del CMH Clase Il ya que su ligando es el CD4 y los LTc reconocen
péptidos unidos al CMH Clase [ porque el ligando es el CD8. Son los responsables
de la inmunidad celular especifica, ambas subpoblaciones dejan memoria para
reaccionar de manera rapida y eficaz en un segundo contacto con el mismo agente.

Por otra parte, los linfocitos T con TCRyd tienen CD3+, son doblemente
negativos es decir CD4-CD8-, reconocen antigenos lipidicos y no generan
memoria. Debido a estas caracteristicas, los LT TCRyd han sido postulados como
células que participan activamente en el sistema inmune innato.

3.1.1.2. Receptor DE CELULA T (TCR)

Este receptor compuesto de proteinas de membrana, pertenece a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, se enlaza especificamente al complejo
CMH-péptido que se encuentra en la membrana de las células presentadoras
de antigeno o de células blanco. Existen dos tipos de receptor TCR: TCRa3 y
TCR y6 (figura 3.1). Cada una de las cadenas que componen el receptor TCR
consta de dos regiones: una variable que se encuentra a nivel extracelular y esta
ubicada en el extremo aminoterminal del receptor y una region constante que se
ubica en el extremo carboxilo terminal. Las regiones variables del TCR estan a
cargo del reconocimiento del péptido antigénico. Esta region se subdivide en tres
fragmentos hipervariables cortos por cadena llamados Regiones Determinantes
de Complementariedad (CDR), es decir que hay un total de seis fragmentos
CDR por receptor. Las regiones constantes del TCR cuentan con una cadena
transmembranal y una pequena region intracitoplasmatica la cual permite la
traduccion de las sefiales del TCR que dan como resultado la respuesta efectora
del linfocito T.
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Figura 3.1. Estructura del receptor T. A: TCRaff compuesto por una cadena o, y
una cadena f las cuales tienen una region variable y una constante, este TCR estd
acomparniado por el receptor CD3 que esta compuesto por cuatro cadenas (y, 2¢,0). B:
TCR yo: compuesto por una cadena y y una cadena ¢ acomparnado por el receptor CD3

TCR af TCR Y3
_/Glicosilacién AL ’,' - ‘,-:::al:c;ssaléllco
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CD3 CD3 cD3
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Nota. Elaboracion propia.

Las regiones variables de las cadenas de los receptores TCR estan
determinadas por una serie de combinaciones génicas de los segmentos variable
(V), diversidad (D) y de unién (J) que componen cada uno de los genes que la
codifican. Los segmentos V, D y J se encuentran en las regiones 5" de cada gen
con una distribucion muy conservada en el humano y las regiones constantes
de las cadenas determinadas por los exones se encuentran en las regiones 3" de
las cadenas del receptor. La recombinacion V(D)J se reordenan genéticamente
durante el desarrollo de los linfocitos que estdn en proceso de maduracion, lo
que permite la generacion de un repertorio amplio de receptores para antigenos
diferentes dando como resultado una especificidad antigénica diferente a cada
linfocito virgen con capacidad ilimitada de reconocimiento de diversos antigenos.

Los genes para la cadena a del TCR tienen arreglos V, D y J, mientras que
para la cadena [ solo tiene V y J. Para que se produzca un gen funcional, todos
los segmentos génicos distintos deben colocarse de manera contigua por corte
y empalme del ADN con la eliminacion de regiones interpuestas, proceso que
es catalizado por enzimas y es llamado reordenamiento génico, el cual crea
secuencias de regiones variables que se transcriben y traducen en la porcion
variable de la proteina del receptor TCR (figura 3.2).
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Las multiples recombinaciones de los segmentos V, Dy J o V y J son la
principal fuente de la diversidad de la region variable del TCR que, en resumen,
consta de una maquinaria enzimatica que corta y pega el DNA durante el
reordenamiento génico, y su objetivo es introducir nucleétidos adicionales en
las uniones entre los segmentos génicos, creando diversidad en las secuencias
de las regiones variables del receptor T.

El complejo del receptor TCR o junto con el CD3, cuando reciben el estimulo
de la presentacion del péptido unido al CMH, realiza una traduccion de sefales
intracelulares para dar como resultado la proliferacion de la célula y la produccion
de las moléculas efectoras de cada subpoblacion de linfocito T.

Figura 3.2. Organizacion y reordenamiento de los genes del que codifican el
receptor TCR. Se evidencia la configuracion de la linea germinal para las cadenas
y B del TCR, con los segmentos génicos variable (V), diversidad (D) y de union (J).
En el desarrollo del Linfocitos T hay recombinacion del ADN donde se ensambla
el segmento V, para la cadena a, un segmento V se reordena con uno J que crea un
exon funcional para el fragmento variable del TCR. Para la cadena f se reordenan
un segmento V, uno D y uno J para crear un exon funcional V. Posteriormente hay
transcripcion, se produce RNAm que codifica para las cadenas oy f§ del TCR.
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Nota: Elaboracion propia.

Las senales intracelulares del TCR se pueden encontrar en la siguiente
secuencia:

* Activacion deproteinas tirosin-quinasa (PTK). 1as colas intracitoplasmaticas
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del CD3 poseen un fragmento inmunorreceptor basado en la activacion
de la tirosina (ITAM), sitio importante para que se dé el proceso de
transduccion del receptor TCR mediante la fosforilacion de las tirosinas.
La sefializacion asociada a los correceptores CD4 y CDS8 inducen la
fosforilacion del ITAM presente en los dominios intracitoplasmaticos del
CD3 que recluta la proteina asociada al segmento zz (ZAP-70), la cual se
autofosforila, activando proteinas citoplasmaticas e iniciando la actividad
de las moléculas adaptadoras (figura 3.3).

Moleéculas adaptadoras: constituyen un grupo de proteinas que no tienen
actividad enzimatica ni funcionan como factores de transcripcion, se
comunican con otras proteinas para amplificar las sefales de la PTK y
las vias corriente abajo. Entre ellas estan LAT, SLP-76, BLNK, FYB,
SLAP, SKAPS5 y 3BP2. Para activacion del linfocito T la molécula
(LAT) es fosforilada y esto conduce al reclutamiento de fosfolipasas y el
fosfatidilinositol, a la agregacion multiproteica necesaria para incrementar
el calcio intracelular y a promover la transcripcion del gen de la IL-2 que
permite la expansion de los linfocitos T (figura 3.3).

Vias efectoras de la sefializacion intracelular: la sehalizacion intracelular
depende de la actividad de fosfolipasas, proteinas ligadoras de GTP y
fosfatidil inositol quinasa. Este proceso inicia con el reclutamiento y
activacion de fosfolipasas que hidrolizan los fosfolipidos de la membrana
liberando inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3
permite que aumente el calcio intracitoplasmatico que activa varias
proteinas enzimaticas y factores de transcripcion. El DAG activa la
proteinkinasa C (PKC) que, a su vez, activa factores de transcripcion,
actua sinérgicamente con la calcineurina para promover la transcripcion
del gen de la IL-2 y fosforila el factor de transcripcion que se une al
AMPc. Entre las proteinas que unen GPT esté la Ras que une nucle6tidos
de guanina la cual interactiia con otras proteinas que se contactan con los
fragmentos ITAM fosforilados. La familia de las GPTasas intercambia
nucledtidos de guanina y regula el ensamblaje de filamentos de actina.
Tanto Ras como la familia de las GPTasas se encuentran en una cascada
de actividad serina-treonina-quinasa que activa la quinasa, activadora de
mitosis MAPK (figura 3.3).

Activacion y traslocacion nuclear de factores de transcripcion: las vias
de senalizacion anteriormente descritas, se centran en la activacion de
factores de transcripcion mediante la accion de las proteinkinasas, que
cambian dos o mas nucleotidos en el ADN y fosforilan las proteinas de
transcripcion. Los factores de transcripcion de la familia NF se activan
y son desfosforilados por la calcineurina; estos factores junto con AP-1
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y NF-kf, son los que promueven la transcripcion de los genes para las
citoquinas, especificamente el de la IL-2, la cual tiene como funcion
activar la mitosis del linfocito T (figura 3.3).

Figura 3.3. Sefializacion intracelular del TCR. Con el reconocimiento antigénico por
parte del TCR sucede la activacion de la tirosinkinasa (LCK y ZAP70), posteriormente
estd la fosforilacion y activacion de la fosfolipasa C que hidrolisa los fosfolipidos de
la membrana celular, que permite el ingreso de calcio al citoplasma que activa la
calmodulina, la calcineurina y el factor de transcripcion NFxf que, liberado de su
inhibidor, ingresa al nuicleo. Ademas, la concentracion citoplasmdatica del calcio activa
la via Ras-MPK, activa otros factores de transcripcion que ingresan al nuicleo, juntos
activan los genes responsables de la respuesta efectora del linfocito T.
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Nota: Elaboracion propia.

La sefalizacion intracelular participa en diversas respuestas fisiologicas del
linfocito T, como es ingresar al ciclo celular, expresion de genes para producir
citoquinas y receptores, activacion y regulacion de genes especificos para su
proliferacion, diferenciacion, anergia y la apoptosis. En el caso de la anergia,
los timocitos toman la cascada MAPK para que se dé la seleccion positiva
del timocito; la transcripcion del gen para la IL-2 se realiza mediante sefales
dependientes e independientes de calcio junto con la calcineurina, la via Ras-
MAPK, isoformas de la PKC y efectos bioquimicos originados por la accion del
FNT que finaliza en la activacion del NF-k[f3; la apoptosis es mediada por FasL
donde intervienen las sefiales inducidas por el correceptor CD4, lo cual permite
la regulacion de la expansion de los linfocitos T. En relacion con la expresion
de los receptores para citoquinas,que son responsables de la diferenciacion de la
poblacion de los linfocitos T CD4+ en cada subpoblacion, por ejemplo, la accion
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de la IL-12 permite que se diferencien los clonos de los linfocitos T ayudadores
en Thl, la IL-4 favorece la subpoblacién Th2.

3.1.1.3. SELECCION CLONAL DEL LINFOCITO T

Como consecuencia del reordenamiento de los genes del TCR, durante el
desarrollo de los linfocitos T, producen gran cantidad de linfocitos T cada uno
con receptores TCR diferentes (figura 3.4A), que hacen que la respuesta inmune
contra el patdogeno pueda hacerse de manera uniforme pero diversa. Solo los
receptores TCR de unos pocos linfocitos T logran interactuar con las moléculas
de membrana del patdégeno (figura 3.4B). Los linfocitos que reconocen los
componentes del patdogeno se convierten en linfocitos reactivos frente a un
estimulo especifico del patogeno para que los LT puedan ser inducidos a dividirse
y proliferar (figura 3.4C). Los linfocitos activados por el patdgeno se convierten
en células efectoras para la eliminacion del patdgeno. En otras palabras, el
patogeno selecciona los receptores TCR apropiados y cuando son reconocidos,
la expansion de los linfocitos T da como resultado clonos con TCR idénticos
que proliferan para trabajar unidos en la eliminacion del patogeno (figura 3.4D).

Figura 3.4. Seleccion y expansion de los linfocitos T. (4) en la maduracion las
células progenitoras dan origen a linfocitos T con distintas formas de TCR. (B)
Solo unos pocos linfocitos T circulantes reconocen el patogeno. (C) Los linfocitos
reactivos proliferan. (D) Los linfocitos activados por el patogeno son células
efectoras contra el patogeno
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3.1.1.4. RECONOCIMIENTO DEL PATOGENO POR PARTE DE LOS LINFOCITOS T

Los Linfocitos T no reconocen estructuras o macromoléculas intactas de
la membrana del patdgeno, requiere de la degradacion por parte de las células
presentadoras de antigeno, especialmente las CDs, para poder reconocer
fracciones peptidicas de estructura lineal de 8 a 25 aminoécidos de longitud que
se encuentren ligados al CMH Clase I o Clase II (ver CMH). Las moléculas del
CMH tienen la capacidad de unirse a un gran numero de péptidos degradados,
pero de acuerdo con la longitud del péptidos y determinadas caracteristicas,
limita su union al CMH, lo que significa que un nimero reducido de péptidos
del patégeno que actiian como antigeno, logran ser presentados por el CMH.
Gracias al polimorfismo del CMH, hay mayor oportunidad de presentar péptidos
iInmunodgenos para activar la respuesta inmune adaptativa.

3.1.14.1 Linfocito T ayudador (LTh)

Una vez los linfocitos virgenes T ayudadores CD4+ son activados, proliferan
y de acuerdo con el antigeno reconocido se especializan en subtipos de LTh
que sintetizan citoquinas especificas para promover varias clases de respuesta
inmune. Estas subpoblaciones de LTh fueron descritas por Mosmann y Coffman
(1986) cuando describieron a los linfocitos T CD4+ en Th1, los cuales producian
citoquinas como la IL-2, IFNy, GM-CSF y los linfocitos Th2 productores de
IL-4, IL-5, factor estimulante de linfocitos B (BSF-1) y Factor de Crecimiento
de Mastocitos (MCGF). Hacia 1990 se observo que estas células podian estar
en la sangre periférica, en los tejidos y en diversos érganos. En 1994 se report6
otra poblacion de linfocitos T CD4+, los linfocitos Th3, denominados como
reguladoras y productoras del Factor de Crecimiento Transformante 3 que
expresan en su membrana el CD25. En 1997 se describi6 un subtipo de linfocitos
T CD4 que proliferaba muy poco y producia IL-10, citoquina reguladora de la
respuesta inmune y fueron llamadas LT reguladores (LTr1) que posteriormente
las denominaron LT foliculares CD4 (LTfh) necesarias para la formacion de
centros germinales, la diferenciacion de linfocitos B en células plasmaticas y de
memoria. En 2005 se descubri6 la subpoblacion Th17 que produce IL-17, en 2009
las Th22 productoras de IL-22 y FNT, luego las Th9 productoras de la IL-9, es
decir que la subpoblacion se denomina de acuerdo con la citoquina que produce.

La activacion de los linfocitos T CD4™ depende del procesamiento del
patdgeno exogeno por parte de las células presentadoras de antigeno que expresan
el complejo péptido-CMH Clase II. Los linfocitos T CD4™ virgenes pueden
diferenciarse al ser activados por la presentacion del antigeno y la intervencion
de citoquinas, en linfocitos ThO, Th1 y Th2 (figura 3.5).
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Las ThO activadas, pero no diferenciadas, secretan citoquinas caracteristicas de
los Th1 o Th2 y esto depende del tipo de antigeno que esté activando la respuesta
inmune celular especifica. Las citoquinas secretadas ejercen una influencia
importante para estas c€lulas ThO; es asi que cuando las CPA presentan antigenos
intracelulares (virus, tumores, parasitos y bacterias intracelulares), los M¢, CDs
y NK sintetizan IL-12, que promueve la diferenciacion a Thl, por medio de las
citoquinas que estos producen, se da una respuesta inmune eminentemente celular
(activacion de NK, LTc, PMN, M¢) (figura 3.5).

Por otro lado, cuando el ThO es activado por la presentacion de antigenos
extracelulares y por accion de la IL-4 producida por el linfocito T CD4™, la
IL-5 y la IL-10 en conjunto hacen que se promueva la diferenciacion a Th2, las
cuales producen citoquinas que dirigen la respuesta inmune humoral (figura 3.5).

Figura 3.5. Activacion de la respuesta Th por la presentacion de péptidos unidos
al CMH Clase II. Los LTh activados reciben estimulos de citoquinas para poder
diferenciarse en Thil o Th2. Los LThl producen una respuesta eminentemente
celular y los LTh2 humoral
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LTh memoria

La IL-4 activa y prolifera los linfocitos B, facilita el cambio de isotipo de
las inmunoglobulinas, junto con la IL-10 incrementa la produccion de células
cebadas, mientras que la IL-5 aumenta el crecimiento de eosinofilos. Cuando
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hay presencia de helmintos y enfermedades alérgicas mediadas por la IgE, la
respuesta Th2 domina en presencia de este tipo de estimulo. La IL-4 y la IL-10
favorecen la expresion de las CMH Clase II en el linfocito B, lo cual permite la
interaccion con los linfocitos Th2.

3.1.1.4.2. Linfocito T citotoxico (LTc)

Son linfocitos que reconocen péptidos generados de la degradacion enzimatica
de proteinas virales o tumorales que se expresan en lamembrana de la célula blanco,
asociados al CMH Clase I, producen la lisis de la misma y asi refuerza la accion
citotoxica de las NK; ademas tiene efecto citotoxico sobre células infectadas con
bacterias intracelulares, como es el caso del Micobacteriumy Listeria. En su mem-
brana, los receptores CD3 ", CD8+, CD28+y TCRa, reconocen el complejo CMH
Clase I-péptido 1ntracelular que al unirse las dos células mediante estos receptores,
libera perforinas o citolisinas, granzimas o fragmentinas y granulolisinas, que son
las causantes de la lisis de la célula blanco, produciendo poros, fragmentando el
ADN y degradando los lipidos de la membrana respectivamente; ademas, pueden
inducir apoptosis en la célula diana mediante la activacion de los receptores Fas
y su receptor Fas-ligando (figura 3.6). El linfocito Tc produce citoquinas como
el IFN-y, FNT a y B que incrementan su accion antiviral. Para que se produzca la
fase efectora del LTc, se requiere de otras moléculas coestimuladoras como CD?2,
CD28, CD43, B7, CD22, ICAM-1, ICAM-2 y LFA3.

Figura 3.6. Accion citotoxica de los linfocitos Tc frente a una célula infectada. Una
vez el LTc reconoce los péptidos del antigeno endogeno unidos al CMH Clase 1, el
linfocito Tc prolifera, produce citoquinas y perforinas causantes de la lisis celular
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3.1.1.5. LiNnrocito T REGULADOR (LTREG)

Son linfocitos que tienen sobre su membrana receptores CD4" y CD257, tienen
una funcion importante en la supresion de la respuesta inmune que se produce
para la eliminacion del agente agresor. Esta supresion la realizan inhibiendo el
crecimiento y maduracion de las células del sistema inmune, asi como inducir la
apoptosis y fagocitosis de leucocitos activos e inhibir la produccion de mediadores
de la inflamacién y los que amplifican la respuesta inmune.

Ademas, cumple una funciéon importante en la tolerancia frente a antigenos
propios para que no se produzcan enfermedades autoinmunes, frente a trasplantes
alogénicos y en la tolerancia hacia el feto en el embarazo, ademas, controlan las
enfermedades alérgicas.

Tienen accidn inhibitoria frente a NK, NKT, LB, LTh, LTc y CPA. Los
mecanismos que usan los LTreg para ejercer su accion inhibitoria se da cuando
degrada el triptofano del receptor CTLA-4 produciendo kinureninas para inhibir
a los linfocitos T e inducir apoptosis; produciendo citoquinas reguladoras como
la IL-10, TGF-B y la IL-35 que inhiben la accion de los Thl, Th2 y Th17 vy,
por ultimo, con la induccion de apoptosis en las células inmunes por contacto
directo. Los mecanismos de supresion que usan los linfocitos Treg pata inhibir
la respuesta inmune son:

*  Producir IL-10 y TGF-p: proteinas con actividad inhibitoria de citoquinas
proinflamatorias.

* Lisis y muerte celular: los LTreg en su citoplasma contienen vesiculas
ricas en granzimas A y B, perforinas y galectinas que tienen la funcion
de romper la membrana celular de linfocitos para inhibir su proliferacion.

* Inhibicion usando receptores de superficie celular: los LTreg tienen en
su membrana receptores como el CTLA-4 y LAG 3 los cuales inhiben la
actividad de los linfocitos efectores.

* Modulacion del microambiente: los LTreg producen adenosina que
estimula la secrecion de citoquinas antiinflamatorias y disminuye la
capacidad de respuesta del linfocito B.

3.1.1.6. LINFocITOS T GAMMA DELTA

Son linfocitos T que tienen diversas caracteristicas como:

* Pertenecen a la inmunidad innata, por lo tanto no generan memoria.

* Reconocen antigenos de manera independiente del CMH sin el proce-
samiento por medio de las CPA, es decir que no son estimulados por



CAPITULO 3. RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA 189

péptidos o proteinas sino por carbohidratos, reconocen intermediarios
fosforilados denominados fosfoantigenos (pirofosfato de hidroxime-
til-butenilo, pirofosfato de bromohidrina, pirofosfato de isopentenilo),
reaccionan frente a patdogenos como el Micobacterium tuberculosis y el
Plasmodium falciparum.

* En circulacion se encuentran en una concentracion de 5 % y en mucosa
intestinal y en bazo en un 10 %

* En su proceso de maduracion no estan sujetos a la seleccion positiva y
negativa en el timo. Poseen alguna diversidad en el receptor TCR que
proviene del uso de diversos fragmentos V 'y D y de su manera diferente de
unir dichos fragmentos. Al tener una diversidad limitada, los linfocitos Tyd
reconocen antigenos que comparten caracteristicas comunes, semejante al
reconocimiento que realizan los receptores de la inmunidad innata como
los tipo Toll.

* Son linfocitos que tienen en su membrana receptor CD3; mas del 80 %
carecen de receptor para la quimioquina CCR7 que les impide ingresar
al tejido linfoide secundario; expresan receptor para CCRS y receptores
para citoquinas proinflamatorias lo que les permite ingresar a tejidos
infectados.

* Son capaces de sintetizar citoquinas proinflamatorias como el IFN gama
y el FNT alfa y una vez se ha eliminado el patogeno, interviene en la
reparacion de tejido mediante la produccion de Factor de Crecimiento
de Fibroblasto.

* Tienen actividad citolitica al producir un péptido antimicrobiano
denominado granulisina.

* Refuerzan la accion de la inmunidad celular ya que cuando estan maduras
son células presentadoras de antigeno porque expresan CMH Clase 11,
moléculas coestimuladoras B7, ligandos de CD40 y aumenta la expresion
de CMH Clase I.

3.2. RESPUESTA INMUNE HUMORAL ESPECIFICA

Este tipo de respuesta esté dirigida por los linfocitos B con la produccion de
anticuerpos altamente especificos para el antigeno que estimuld su produccion.

3.2.1. LiNrocitos B

Los linfocitos B son células producidas y maduradas en la médula dsea y
son los responsables de dirigir la inmunidad humoral especifica al producir
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anticuerpos o inmunoglobulinas (Igs) y ademas, son células presentadoras de
antigeno. Una diferencia importante entre los linfocitos T y B se encuentra en
el tipo de antigeno que reconocen. Los linfocitos B pueden reconocer moléculas
solubles, no particularizadas y patégenos intactos por medio de su receptor BCR
mientras que los linfocitos T reconocen péptidos restringidos por el CMH. Los
linfocitos B son células mononucleares, redondeadas, pequenas de 6 a 15 pum
de didmetro y nucleo rico en heterocromatina. Se encuentran en circulacion,
en ganglios linfaticos, pulpa blanca del bazo y en tejido linfoide asociado a
las mucosas. Tienen receptores de membrana como el Receptor de la Célula
B (BCR), el receptor CD24, CD21 y, en menor proporcion, el CD45. De los
linfocitos B existen dos subtipos, los linfocitos B1 o timoindependientes (Blay
B1b)y los linfocitos B2 o timodependientes que generan memoria para reaccionar
contra el antigeno en un segundo contacto.

3.2.1.1. MADURACION DEL LINAJE B

El desarrollo de las células B sucede a partir de las células madres
hematopoyéticas que dan origen a células linfoides tanto para T como para B. La
célula precursora para los linfocitos B (proB, preB) inician con el reordenamiento
de genes de inmunoglobulina M que permite la expresion de receptores diversos
compuestos por las cadenas pesadas p y livianas k yA. Posteriormente, se asocia
con las cadenas Iga e Igf para conformar el receptor del linfocito B (BCR), para
continuar con su proceso de maduracion.

Ellinfocito B realiza una seleccion negativa que impide el reconocimiento de
lo propio por parte de los receptores celulares, esto con el fin de no permitir la
circulacion de linfocitos autorreactivos. Este proceso se realiza cuando el linfocito
B reconoce el antigeno propio, este genera sefiales negativas dentro de la célula
que desactiva el linfocito B o activa el mecanismo de apoptosis impidiendo la
maduracion de linfocitos B autorreactivos. Esta seleccion negativa la realizan
75 % de la poblacion de linfocitos B que estan en proceso de maduracion.

Posteriormente, los linfocitos B autotolerantes que no reaccionan con un
autoantigeno, hacen que se inicie la transcripcion de la cadena & para que
junto con la IgM se expresen en la membrana el receptor IgD para realizar la
seleccion positiva, donde los linfocitos B inmaduros deben competir por los sitios
foliculares de los 6rganos linfaticos secundarios, donde completan su desarrollo
a linfocitos B maduros. Estos linfocitos recirculan a 6rganos linfoidesecundarios
a través de la linfa y también por circulacién sanguinea en busca de patogenos
donde sus antigenos se unen a los receptores del linfocito B (BCR).

A nivel genético, en la maduracion del linfocito B se realiza reordenamiento
y expresion de genes de las cadenas livianas y pesadas de las inmunoglobulinas
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a medida que recibe estimulos con antigenos timodependientes, esto le permite
progresar en su maduracion, momento en que la clase predominante de
anticuerpos cambia de IgM a IgG, IgA o IgE ya que hay una represion del gen
de la cadena constante. Una vez reconocen el antigeno, gracias a las citoquinas
producidas por Th2, el linfocito B expresa receptores que le permiten migrar
a los tejidos linfoides secundarios que le proporcionan el microambiente para
expandirse y proliferar y se tornan especificos para el antigeno con la capacidad
de producir anticuerpos con diferente funcion bioldgica, pero con la misma
especificidad para el epitope; por ultimo, se transforman en células plasmaticas
productoras de los anticuerpos y en células de memoria altamente especificas y
efectivas contra el patégeno en un segundo contacto.

La modificacion de respuesta primaria a secundaria se basa no solo en el tipo
de anticuerpo predominante (primaria IgM, secundaria IgG, IgA o IgE) sino
también por el proceso continuo de maduracion. Esto resulta por la produccion,
en la respuesta primaria, de anticuerpos de baja afinidad y en la secundaria o
de memoria con anticuerpos de alta afinidad, ademds, hay mutaciones de la
region variable, tanto de la cadena pesada como de la liviana, con capacidad de
reconocer su antigeno especifico.

3.2.1.2. RECEPTOR DE LA CELULA B (BCR)

Los receptores que expresa el linfocito B en su membrana son el CDS5, CD19,
CD20, CD21, CD22,CD23, CD35, CD38, CD40/CD40L, CD45, CD72, CMH
Clase I y Clase II, moléculas de adhesion LFA-1 e ICAM-1 y el Receptor de la
Célula B (BCR). El BCR consta de una IgM monomérica que capta el antigeno
(proteina, carbohidrato, toxinas bacterianas, proteinas solubles, lipoproteinas
solubles, 4cidos nucleicos) en su region variable, pero no logra traducir sefiales
intracitoplasmaticas, funcion que si realizan las dos moléculas accesorias
denominadas Iga (CD79a) e Ig B (CD79b), las cuales tienen un dominio
extracelular de tipo Ig y colas intracitoplasmaticas de 61 a.a para la Iga y 48 a.a.
para la Igf3, ademas que tienen una funcion similar al CD3 del linfocito T y es
realizar la sefializacion intracelular cuando el linfocito B reconoce el antigeno
(figura 3.7).
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Figura 3.7. Receptor BCR compuesto de una IgM monomérica transmembranal y
dos correceptores Igo. (CD79a) e Igf (CD79b) que activa al LB cuando dos BCR
reconocen entrecruzadamente el antigeno

v

Sobre la membrana también se expresa la IgD que tiene como funciéon impedir
que el LB se haga autotolerante frente al antigeno reconocido por la IgM. Se
cree que la tolerancia se da en la vida fetal, tolera los antigenos propios al no
poseer la IgD de membrana.

Nota. Elaboracion propia.

Cuando dos BCR hacen entrecruzamiento con el mismo antigeno (figura
3.7), se produce un cambio conformacional de la fraccion constante (Fc) de la
Ig, los correceptores CD79 reconocen este cambio y se inicia la fosforilacion
del segmento intracelular rico en tirosina (ITAM), que junto con las sefiales
producidas por los receptores CD21 (ligando para iC3b), receptores de
citoquinas y la interaccion de CD40 y su ligando, realizan una serie de reacciones
bioquimicas en cascada para entrar en proceso de activacion. Inicialmente hay
fosforilaciones y desfosforilaciones realizadas por las enzimas como fosfatasas
(CD45) y quinasas (Fyn, Lyn, Lck, Btk, Syk, PI3K) que llevan a la activacion
de la fosfolipasa C (FLC). La FLC se hidroliza y genera diacilglicerol (DAG)
que activa la proteinkinasa C (PKC) e inositol trifosfato (IP3) que activa los
canales de calcio de la membrana plasmatica produciendo incremento de estos
iones en el citoplasma lo que causa activacion de la calcineurina. Contintian las
fosforilaciones por quinasas (PKC, Raf, Ras, MAPK) y fosfatasas mediadas por
la calcineurina, dando como resultado la activacion de factores de transcripcion
(Fos, JunB y el Factor Nuclear k3 NFkf3) que se traslocan al nicleo del LB,
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lo que resulta en la expresion de genes productores de la respuesta efectora
del LB. Los LB requieren de otros estimulos como de la molécula del sistema
de complemento C3d que, junto con CD19 y CD81, refuerza la fosforilacion
de las tirosinas en el proceso de sefalizacion para una eficiente produccion de
anticuerpos (figura 3.8).

En el LB se activan los genes para la mitosis al dejar su estado de reposo
GO0 a G1, los genes para la produccion de Igs, hay incremento en la sintesis y
expresion de CMH Clase II y de receptores de citoquinasre. En los 6rganos
linfoides secundarios estos LB pueden migrar a areas foliculares para formar
centros germinales donde hacen mutacion somatica de los genes de las Ig para
dar el cambio de isotipo, se diferencian en células plasmaticas productoras de
anticuerpos y ademas generar LB de memoria.

Por otra parte, cuando el LB es célula presentadora de antigeno, el BCR
permite la endocitosis del antigeno con el fin de degradarlo en endosomas y poder
enlazar los péptidos a las moléculas Clase II para poderlo presentar y para ello
es necesario el receptor CD40 en el LB y la expresion del CD40L en el LTh.

Figura 3.8. Sefializacion del receptor del linfocito B (BCR). El estimulo entrecruzado
del antigeno con el BCR es traducido por las moléculas accesorias CD79 mediante
una serie de reacciones bioquimicas de tipo enzimdtico para la liberacion de los
factores de transcripcion (NFxp) y puedan ingresar al nucleo y activen los genes
para la sintesis de proteinas (Igs)

de proteinas 4
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Nota. Elaboracién propia.
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3.2.1.3. Linrocrto Bl

Cuando el tipo de antigeno que estd activando la respuesta inmune es un
lipopolisacarido se denomina antigeno timoindependiente (TI) tipo 1 o si son
carbohidratos, polisacaridos o proteinas de alta densidad en la membrana de los
microorganismos, se denominan antigenos timoindependientes (TI) tipo 2. Estos
antigenos son reconocidos por los LB1 que producen IgM sin la intervencion de
las citoquinas producidas por los LTh. Sin embargo, en el caso de los antigenos
TI-1, se requiere la intervencion de receptores de la inmunidad innata como
los TLR, los cuales refuerzan la sefializacion para que se produzca IgM anti
LPS. Como ejemplo tenemos: por accion de los LPS interviene el TLR4, si
es ADN bacteriano interviene el TLR 9. Los antigenos TI-2 forman enlaces
entrecruzados con el BCR y sus correceptores, lo cual no requiere del refuerzo
de otros receptores para la senializacion intracelular para la produccion solamente
de IgM. Estos LB1 no hacen cambio de isotipo debido a que no hay produccion
de citoquinas por parte de los LTh ya que reconocen péptidos restringidos por
el CMH y por este tipo de estimulo, hay sintesis de citoquinas por el LTh; no
hay hipermutacion somatica por tanto no hay incremento de la afinidad de los
anticuerpos producidos, pertenecen a la inmunidad innata, es decir no generan
memoria y se encuentran en un mayor porcentaje en los epitelios de las mucosas
del organismo.

3.2.1.4. LINFocITOS B2

Cuando las proteinas de un patdégeno son particularizadas y presentadas
en péptidos unidos al CMH Clase 1I al linfocito Th en los 6rganos linfoides
secundarios, como respuesta, el LTh produce citoquinas como la IL-4 que
promueven la diferenciacion en LTh2, el cual produce citoquinas que estimulan
a LB virgenes a diferenciarse en células plasmaticas especificas para el antigeno
y producir los anticuerpos, este tipo de LB son los timodependientes o linfocitos
B2 (figura 3.9).

Para dar una respuesta efectora por parte de los LB se requiere de la activacion
de los LTh y LB con el mismo antigeno, contacto fisico entre ellos, presentacion
del antigeno por parte del LB al LTh, activacion del LThy con las citoquinas que
este produce, da como resultado la activacion del LB para producir anticuerpos.
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Figura 3.9. Respuesta efectora del linfocitos B para transformarse en célula
plasmatica productora de anticuerpos y respuesta de memoria
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Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

Cuando el LB le presenta péptidos en el contexto del CMH, en esta interaccion
fisica entre el LB y LT, es importante la comunicacion por medio del receptor
CD40 en el LB y su ligando CD40L en la membrana del LTh, y del B7 en el LB
con su ligando CD28 por parte del LTh. Como respuesta a esta comunicacion
celular se producen citoquinas como la IL-2, IL-4 e IL-5 que estimulan la
proliferacion del LB, la IL-6 actia como factor de crecimiento de los LB
secretores de anticuerpos ya diferenciados y favorecen el cambio de isotipo de
las cadenas pesadas (figura 3.10).
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Figura 3.10. Mecanismos de activacion del linfocito B mediante la funcion efectora
de los linfocitos T ayudadores. A: presentacion de CMH-péptidos proteicos por parte
del LB al LTh. B: el LTh se activa, expresa el receptor CD40 L y sintetiza citoquinas.

C: el LB se activa por las citoquinas producidas por LTh. D: el LB prolifera y se
diferencia para convertirse en célula plasmatica
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Nota. Elaboracion propia.

Los LB activados proliferan, reordenan su genoma para producir en cada clon
un isotipo de anticuerpo con la region Fab especifica para el mismo antigeno.
Parte de los LB que se han multiplicado como respuesta al estimulo antigénico
y a las citoquinas producidas por los LTh, se diferencian en células plasmaticas
productoras de los Acs que dan la respuesta efectora del LB y en células de
memoria (figura 3.9).

Las células plasmaticas tienen caracteristicas morfofuncionales que las
diferencian del LB, como no presentar Igs de membrana, aumentan su tamafio
con un prominente citoplasma, se desarrolla el reticulo endoplasmico y el aparato
de Golgi para albergar multiples ribosomas, no se encuentran en circulacion
sanguinea ni linfatica, sino que se ubican en la médula del ganglio linfatico, en
la pulpa roja del bazo y en la médula 6sea. Sobreviven poco tiempo, carecen de
capacidad mitotica y mueren por apoptosis una vez han cumplido su funcion.
La morfologia de las células plasmaticas en relacion con el tamafio del didmetro
varia de 15 a 30 um, poseen un citoplasma abundante y basoéfilo, con nicleo
redondo u ovalado con cromatina densamente condensada, excéntrico y pequeio.

La otra parte de los LB que proliferaron, se convierten en células B de memoria
especificas para el antigeno y pueden mantenerse en estado de reposo (G0) para
sobrevivir por periodos largos de tiempo (20 a 30 afios). Estos linfocitos B de
memoria permanecen en la corteza de los ganglios linfaticos, otros circulan para
ubicarse en otros 6rganos linfoides secundarios. A diferencia de los LB virgenes,
los LB de memoria poseen receptores de alta afinidad por el antigeno y moléculas
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de Ig. Cuando se produce la respuesta inmune secundaria (LB de memoria) se
requiere de la produccion de citoquinas por parte del LTh, se incrementa la
maduracion de la afinidad por el antigeno que debe ser de carécter proteico que
es el tipo de antigeno que estimula los LTh.

3.2.2. ANTICUERPOS

Son glicoproteinas altamente especificas producidas por el linfocito B frente
a un estimulo antigénico. Estan compuestas por dos cadenas pesadas (H) de 55
kDa cada una y dos cadenas livianas (L) de 24 kDa cada una, unidas entre si por
puentes disulfuro; cada cadena —pesada y liviana— esta dividida en region variable
(VHy VL) y region constante (CL y CH). Las cadenas H y L estan subdivididas
en estructuras globulares unidas por puentes disulfuro denominadas dominios,
cumplen las funciones bioldgicas del anticuerpo. En las cadenas livianas estan
los dominios VL y CL; y en las cadenas pesadas estan los dos dominios de la
region variable VH y en la region constante los dominios CH1, CH2, CH3 y en
algunos Acs hay un CH4 (figura 3.11). Dentro de cada dominio de la region
variable, estan tres regiones llamada region hipervariable compuesta por tres
segmentos CDR1, CDR2 y CDR3. La funcion del dominio CH2 es fijar las
proteinas del sistema de complemento; cuando la IgG marca el microorganismo
(opsonizacion), los receptores de los fagocitos se unen al dominio CH3 del Ac;
las células de la placenta, especificamente el trofoblasto, tiene receptores para el
dominio CH3 de la IgG lo que permite el traspaso placentario de la IgG materna
al feto; la IgD se adhiere al linfocito B por medio del dominio CH3. El dominio
CH4 en la IgE permite la unién con los receptores de los mastocitos y en la [gM
activa el complemento.

Mediante el uso de enzimas como la papaina o la tripsina se pueden romper
los puentes disulfuro de la bisagra y generar dos fragmentos de anticuerpos,
la parte superior que es el fragmento de uniodn al antigeno (Fragment antigen
binding) o region Fab, queda conformada por los dominios VL y CL de la cadena
liviana y por los dominios VH y CH1 de la cadena pesada. La cola del anticuerpo
resultante de la division enzimadtica se denomina fragmento cristalizable (Fc)
el cual cumple funciones como la activacion de complemento, uniéon con los
receptores de las de la superficie celular (figura 3.11). Los puentes disulfuro
que unen las regiones constantes de las cadenas pesadas se denominan bisagra
0 gozne, que tienen como funcion la movilidad de la region Fab, que facilita
reconocer y unir el antigeno en la region variable.
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Figura 3.11. Estructura de un anticuerpo. dos cadenas pesadas (H), dos cadenas
livianas (L) unidas por puentes disulfuro; dominios variable (VH, VL) los cuales
conforman el sitio de union con el antigeno, dominios constantes (CL, CHI, CH2,
CH3) que realizan las funciones biologicas del anticuerpo; bisagra que permite
la movilidad de la region Fab (Fragmento de union al antigeno); fragmento

cristalizable (Fc)
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Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

Los anticuerpos tienen diversas formas de presentacion, en monoémero, dimero
y pentamero. Los anticuerpos que son monoémeros son IgG y sus cuatro subclases
que se diferencian entre si por el nimero y posicion de los puentes disulfuro, la
IgA1l, IgE e IgD; en dimero la IgA2 y en pentamero la IgM sérica (figura 3.12).
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Figura 3.12. Estructura de los anticuerpos en pentamero, dimero y monomero

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

El Isotipo de un Ac se encuentra en la region constante de la cadena pesada de
cada Ig. Los linfocitos B tienen la capacidad de sintetizar cinco tipos de isotipos,
por medio del proceso de recombinacion de cambio de clase, esto permite la
sintesis de cinco tipos de Acs asi: apara IgA,  para IgD, € para IgE, y para IgG
y u para IgM. Ademas, hay dos tipos de cadenas livianas k y A.

El idiotipo es el sitio de union con el antigeno que se encuentra en la region
variable de las cadenas pesada y liviana y es el sitio que le otorga la especificidad
al Ac. La produccion del idiotipo depende del reordenamiento genético, de la
diversidad en la union de cada uno de sus fragmentos, de los P-nucleotidos, los
N-nucledtidos y las hipermutaciones somaticas que realiza en el genoma del LB
para sintetizar un anticuerpo diferente y altamente especifico.

El alotipo se define como la porcion del anticuerpo que se comparte dentro
de un organismo de la misma especie, pero genéticamente diferente; esta region
se encuentra en la cadena pesada region constante de cada Ig.

3.2.2.1. FUNCIONES DE LOS ANTICUERPOS

Los anticuerpos tienen varias funciones que contribuyen con la eliminacion
del patdgeno:
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Reconocimiento del antigeno para activar funciones biologicas que
faciliten la eliminacion del mismo.

La accion neutralizante se produce cuando un anticuerpo reconoce virus
o toxinas y esta uniéon Ag-Ac ocupa el sitio activo del patdgeno lo cual le
impide unirse a los receptores celulares ya que son antigenos endogenos,
que requieren estar dentro de una célula para ejercer su efecto patdogeno.

En la funcién de citotoxicidad, como es el caso de las células infectadas
por un virus, el Ac reconoce la particula viral expresada en la membrana
de la célula blanco y las NK se unen a este complejo mediante receptores
Fcy para liberar perforinas y causar la muerte de la célula infectada, a este
proceso se le denomina citotoxicidad mediada por un Ac.

Opsonizacion, proceso de marcaje del microorganismo por medio de
moléculas de anticuerpo para ejercer una funcion biologica sobre el agente.
Como en el caso de la IgG, facilita la fagocitosis, con la IgE activa la
desgranulacion de mastocitos y basofilos implicados en la inflamacion y
con los eosindfilos degranula para la eliminacion de parasitos.

Participacion en reacciones de hipersensibilidad inmediata a través
de la IgE cuando se une a mastocitos y basdfilos exacerbando las
reacciones alérgicas.

Cuando hay un complejo Ag-Ac la via clasica del complemento se activa
gracias a la accion de la IgG1, 2 y 3 y la IgM. En el caso de la via alterna,
se activa por la intervencion de la IgG4 y la IgA1l.

Proporciona inmunidad pasiva al feto mediante el traspaso placentario
de la IgG materna al feto y de la IgA en la leche materna, permitiendo
que el bebé se defienda de agentes agresores mientras su propia respuesta
inmune llega a niveles mas adecuados.

Inmoviliza bacterias que tengan flagelo, que no causa necesariamente la
muerte del patdgeno, pero impide su diseminacion.

Cuando se activa el sistema de complemento por via cldsica o via alterna,
se libera la fraccion C5a que es quimiotactica para los PMN.

3.2.2.2. CARACTERISTICAS DE LOS AcCS 0 IGS

Inmunoglobulina M (IgM): es el anticuerpo responsable de la respuesta

primaria frente a un antigeno, por su peso y tamafo se encuentra en circulacion,
esta conformada por cinco monomeros unidos por una cadena J que los fija en
la porcion de carbohidrato de cada mondmero, formando un pentdmero. En la
via clasica de complemento es la que mas activa esta via por tener diez cadenas
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constantes pesadas. Cuando el pentdmero se encuentra en circulacion su forma es
plana, cuando se fija al antigeno la IgM se dobla hacia la membrana del patogeno
en forma de grapa, lo que facilita la activacion de complemento por via clasica
(figura 3.13) (tabla 3.1).

Figura 3.13. Disposicion estructural de la IgM cuando reconoce un Ag se dobla en
forma de grapa y cuando esta en circulacion su estructura es plana
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Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

Inmunoglobulina G (IgG): de las proteinas plasmaticas este Ac corresponde
al 85 % del total de estas proteinas, es la encargada de la memoria para agredir
el patdgeno de manera eficaz en un segundo contacto, activa el complemento
por via clasica en su segmento CH2, por su tamafio y peso se puede encontrar
en tejidos, posee cuatro subclases siendo la IgG3 la que mas fija complemento
por via clasica, a la que le siguen la IgG1 y por tltimo la IgG2, la IgG4 activa
complemento por via alterna. Se ha visto que la IgG como anticuerpo natural
en humanos, especificamente la IgG antialfagalactosa mejora la defensa contra
infecciones bacterianas extracelulares por su potente accion al activar el sistema
de complemento (tabla 3.1)

Inmunoglobulina A (IgA): presenta dos subclases, la IgA1 que se encuentra
en circulacion, activa el complemento por via alterna y es un mondmero; la IgA2
que se encuentra en mucosas urinarias e intestinales y se presenta en dimero.
Cuando se activa la sintesis de la IgA2 esta sale del linfocito B en dimero (figura
3.14), donde cada mondmero esta unido por medio de la cadena J, ingresa a
las células epiteliales de las mucosas, cuando transita por esta célula, la célula
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epitelial le proporciona al dimero una molécula que es el componente secretor
cuya funcidn es evitar la proteolisis enzimatica que puede suceder por la enzimas
encontradas en las secreciones de la mucosa; el dimero y el componente secretor
salen a la luz de la mucosa con el fin de ser una barrera altamente especifica para
el patdégeno que estimuld su produccion ya que evita la adhesion a la mucosa.
Tiene accidn neutralizante para toxinas y virus y proporciona inmunidad pasiva
al bebé recién nacido con las tomas de leche materna (tabla 3.1).

Figura 3.14. IgA en dimero unidos por la cadena J y para evitar la degradacion por
proteasas de la mucosa, estd el componente secretor que rodea el dimero

V.

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

Inmunoglobulina E (IgE): en circulacion se encuentra en muy bajas
concentraciones, esta en mucosas respiratorias y digestivas; actia por estimulos
antigénicos de helmintos nematodos y trematodos y por alergenos en personas
susceptibles a producir alergias; participa activamente en la inflamacion al activar
los mastocitos y ejerce accion citotoxica contra parasitos al fijarse a la membrana
de los eosindfilos. En personas con alergias a los alimentos, se desencadenan
reacciones agudas por la activacion de los mastocitos y basofilos que liberan
mediadores de la inflamacion al fijar la IgE al receptor sobre las membranas de
estas células (tabla 3.1).

Inmunoglobulina D (IgD): se encuentran en la mucosa del aparato respiratorio
alto, se presenta en bajas concentraciones en el plasma, tienen afinidad con los
basofilos y mastocitos, estimulan en el linfocito B la produccion de 1L4 e 1113,
contribuyen en la sintesis de catelicidina, es un indicador de madurez del LB
capaz de transformarse en célula plasmatica productora de Acs (tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Anticuerpos. Caracteristicas estructurales y funcionales de los anticuerpos

Caracteristica | IgM IgG1 IgG2 IgG3 1gG4 IgAl IgA2 IgE IgD
Isotipo m T-I- v2 v3 v4 al 02 € é
Dominios CH 4 3 3 3 3 3 3 4 3
Estructura | Mond- | Monémero | Monémero | Monoémero | Monomero | Mondémero | Dimero | Mondémero | Mondémero
mero
Penta-
mero
Nivel sérico % 10 50 16,6 5,5 2,7 15 - 0,1 0,001
Vida media 5 21 20 7 21 6 6 2,5 3
dias
Respuesta Si - - - - - - - -
primaria
Respuesta - Si Si Si Si Si Si Si -
secundaria
Memoria - Si Si Si Si - - - -
Opsonizacion Si Si Si Si Si - - Si -
Facilita - ++ - ++ + - - - -
fagocitosis
Neutraliza Ags Si Si Si Si Si Si Si - -
Activa comple- | +++ ++ + ++ - - - - -
mento por via
clasica
Activa comple- - - - - ++ ++ ++ - -
mento por via
alterna
Atraviesa - Si Si Si Si - - - -
placenta
Esta en - - - - - - Si - -
mucosas
Componente - - - - - - Si - -
secretor
Inmunidad - Si Si Si Si - Si - -
pasiva
Difusion extra- +/- ++ ++ ++ ++ ++ + + -
vascular
Actividad Si por Si por Si por Si por Si por Si por Si por Si por -
citotoxica | comple- NK NK NK NK comple- | com- |eosinofilos
mento mento ple-
mento
Activa - - - - +/- - - + -
mastocito
Activa basofilo - si si si si - Si si -
Fijacion - - - - si - si si -
eosinofilos
Actia como si - - - - - - - si
receptor LB
Indica - - - - - - - - si
madurez LB
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3.2.2.3. RECOMBINACION VDJ

Las regiones variables de los anticuerpos tanto de la cadena pesada como de
la liviana son creadas por una recombinacion genética denominada V(D)J de la
cadena pesaday VJ de la cadena liviana, donde todas las posibles combinaciones
de diferentes segmentos genéticos variables (V), de diversidad (D) y de union
(J) pueden dar como resultado millones de anticuerpos diferentes.

Los genes de los anticuerpos se encuentran en tres loci de genes en cromosomas
distintos: el gen de la cadena pesada (H) se encuentra en el cromosoma 14, el gen
para la cadena liviana A en el cromosoma 2 y para la cadena liviana k se encuentra
en el cromosoma 22. En cada uno de los loci existe un amplio numero de segmentos
de genes que se expresan fenotipicamente (exones) separados por segmentos que
no lo hacen (intrones) pero que controlan los procesos de recombinacion. Durante
el desarrollo y maduracion de los LB sucede una serie de eventos de recombina-
cion en el ADN para la region variable (V) de las cadenas pesada H y liviana L.

La diversidad se basa en la generacion de segmentos V que depende de muchos
genes V germinales diferentes en los loci IGK, IGL e IGH, de la variedad de
la recombinacion entre los segmentos V-D-J, la insercion de nucleotidos no
germinales (N) en cada union, las combinaciones variadas de las cadenas H y
L y por ultimo, la mutacion somatica de los genes recombinados que codifican
dominios HL y VL (figura 3.15).

Los genes activadores de recombinacion (RAG-1) y (RAG-2), controlan la
recombinacion de los genes en el LB. La enzima desoxinucleotidil transferasa
terminal (Tdt) es la enzima encargada de adicionar nucledtidos a los extremos
expuestos del ADN durante la recombinacion, estos nucledtidos se incorporan en
las uniones entre los segmentos V,D y J. Por estos procesos de reordenamiento
se sabe que pueden existir al menos 1.016 variantes posibles de cada anticuerpo.

Figura 3.15. Recombinacion VDJ en el locus de la IGH humano que permite la
diversidad en la sintesis de los anticuerpos
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Nota: Elaboracion propia.
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La hipermutacion somatica consiste en los cambios que se dan en el ADN
durante el ciclo de vida del LB, alli se producen mutaciones puntuales que suceden
en los genes VJ y VDJ recombinados y estan asociados con el cambio de clase
de IgM a IgG1 con la misma especificidad antigénica. El cambio de clase de Ac
estd modulado por las citoquinas que produce el LTh. Como ejemplo tenemos:
la IL-4 promueve el cambio de IgG4 a IgE, la IL-5 promueve el cambio a IgA
(figura 3.16).

Para que se produzca la sintesis de los anticuerpos, los segmentos del ADN
que codifican para la recombinacion VDJ de la cadena pesada, VJ de la liviana
y C de la region constante se transcriben en el RNA primario que atn posee
intrones, posteriormente en la transcripcion se eliminan los intrones, se produce
el ARNm que se dirige hacia el reticulo endoplasmico (RE). Cada ARN tiene
una secuencia lider que es traducida ensamblando los aminoacidos que son
glicosilados en el RE y almacenados en el aparato de Golgi, las cadenas pesadas
y livianas son polimerizadas y la Ig secretada se libera por exocitosis.

Figura 3.16. Cambio de clase en el locus del gen IGH C humano en la region
constante lo cual permite la produccion de cada isotipo de Ig
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Nota: Elaboracion propia

En conclusion, la respuesta inmune humoral especifica a cargo de los linfocitos
B y los anticuerpos se caracteriza por:

» Las proteinas que actiian como antigeno son dependientes de la accion de
los linfocitos T (Ags timodependientes) y no se pueden producir anticuerpos
sin la accion de las citoquinas producidas por los linfocitos Th.
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Los Ags timodependientes inducen una respuesta mas especializada, se
producen todos los isotipos de anticuerpos IgG, IgM, IgA, IgE, son Acs
de alta afinidad y por parte de la IgG produce memoria contra el antigeno
de larga vida.

Los lipopolisacaridos, carbohidratos y lipidos inducen la produccion de
anticuerpos sin la accion de los linfocitos Th (Ags timoindependientes).

Con los antigenos timoindependientes se producen IgM ya que no hay
cambio de isotipo.

Larespuesta secundaria de desarrolla mas rapido que la primaria y produce
mayores cantidades de anticuerpos

Laexposicion repetida del antigeno hace que se incremente el cambio de inmu-
noglobulina, lo que incrementa la afinidad, favorece la eliminacion del patogeno
y combate con mayor eficiencia infecciones persistentes o recurrentes.

3.2.2.4. RESPUESTA INMUNE PRIMARIA Y SECUNDARIA

La respuesta inmune primaria se desencadena por estimulo de cualquier tipo

de inmunogeno, habitualmente dura de 5 a 10 dias, predomina la sintesis de
IgM mas que la IgG y se requieren dosis relativamente altas del antigeno. En la
respuesta inmune secundaria que reacciona frente a antigenos proteicos, a dosis
bajas de antigeno, la respuesta es superior a la primaria, mas rapida, es dominada
por altos titulos de IgG que tienen mayor afinidad por el antigeno y dependiendo
del estimulo hay presencia de IgA e IgE (figura 3.17).

Figura 3.17. Respuesta inmune primaria y secundaria: niveles de anticuerpos
en relacion con el tiempo de haber tenido contacto con el antigeno en primera y

segunda exposicion
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Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,

2025 https://chat.openai.com
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La respuesta inmune humoral primaria frente a antigenos timodependientes
se diferencia cualitativa y cuantitativamente de la respuesta secundaria, ambas
requieren de las sefales que provienen del estimulo de epitope unido al CMH
Clase Il y de las sefiales recibidas por las citoquinas que producen los macrofagos
y los linfocitos Th.

En larespuesta primaria, el linfocito B reconoce la conformacion del epitope,
que estimula al linfocito B a expresar receptores para citoquinas en la membrana
celular. En este momento los macréfagos y linfocitos Th producen citoquinas
como factor de necrosis tumoral (TNF), interluequinas 1 y 6, que estimulan a
los linfocitos B a proliferar y a diferenciarse a células plasmaticas. En esta etapa
se produce IgM de baja afinidad y se generan LB de memoria.

En la respuesta secundaria, los linfocitos B de memoria reconocen al epitope
y expresan receptores para un conjunto de citoquinas que estimulan sobre el
linfocito B la produccion con mayor predominio de IgG, que es més vigorosa y
de mayor afinidad. En esta respuesta es de crucial importancia la presencia de
linfocitos Th que han reconocido al antigeno y que a través de la liberacion de
citoquinas influyen en estos cambios cualitativos de la respuesta. Los efectos
de estas citoquinas se resumen como proliferacion linfocitaria, diferenciacion a
células plasmaticas, variacion de isotipo y aumento de afinidad. Esta respuesta
deja células B y Th de memoria.

3.3. TOLERANCIA INMUNOLOGICA

Una de las caracteristicas de la respuesta inmune es poder diferenciar entre
lo propio y lo extrafio, mantener esa tolerancia frente a los antigenos propios e
igualmente poder atacar de manera eficaz los patdgenos y células malignas. La
pérdida de la tolerancia desencadena respuestas adversas para el organismo como
infecciones, presencia de tumores o enfermedades autoinmunes. Para evitar esta
autorreactividad los linfocitos T y B logran reconocer y tolerar los antigenos
propios durante su etapa de desarrollo y maduracion en el timo y médula dsea.

La tolerancia estd direccionada por los linfocitos T, los cuales desarrollan
una tolerancia central en el timo donde son eliminados los clonos de linfocitos T
autorreactivos. Una vez los linfocitos T culminan el proceso de maduracion, salen
a circulacion donde son sometidos a una seleccion secundaria para mantener la
tolerancia periférica, Asi, los linfocitos T autorreactivos son regulados o adquie-
ren anergia. La regulacion entre la tolerancia central y periférica sucede por la
ausencia de estimulacion por parte de las células presentadoras de antigeno o por
ausencia en la expresion de receptores de membrana. Por otra parte, los linfocitos
T reguladores (LTreg) CD4"CD25" tienen como funcidn el papel de mantener la
autotolerancia periférica y regular diferentes reacciones inmunoldgicas.
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La autotolerancia periférica puede ser usada como un mecanismo de evasion
de tumores para no ser agredidos por la respuesta inmune. La interrupcion de la
autotolerancia causada por procesos infecciosos o por influencias ambientales,
puede contribuir al desarrollo de enfermedades autoinmunes.

Existen varios mecanismos que impiden que el sistema inmune reaccione
contra células o tejidos propios del organismo, es el caso de las proteinas que
existen sobre las membranas de las células y en circulacion, las cuales tienen el
papel de inhibir que se fije el sistema de complemento y lise las células propias
del organismo, igualmente los componentes de la inmunidad innata tienen la
capacidad de diferenciar componentes microbianos de los componentes celulares
y proteicos del organismo humano.

La inmunidad adaptativa (linfocitos T y B) posee mecanismos que contribuyen
a la tolerancia inmunitaria frente a lo propio como son:

* La seleccion negativa que sucede en la maduracion de estas células en
el timo y en la médula osea: se eliminan linfocitos que poseen en su
membrana receptores autorreactivos antes de salir a circulacion como
células maduras.

» La expresion de proteinas especificas de tejido en el timo: incrementa
la accion de la tolerancia central adquirida en el timo y en le médula
Osea, ya que estas proteinas participan en la seleccion negativa de clonos
autorreactivos.

* Acceso prohibido de los linfocitos T a algunos tejidos: hay secuestro de
antigenos propios en sitios inmunoldgicamente privilegiados (encéfalo,
0jos, testiculo) que no permite la circulacion linfocitaria a los mismos.

* Supresion de respuestas autoinmunes por accion de los linfocitos Treg: las
células autorreactivas que escapan a la seleccion negativa en la tolerancia
central e ingresan a la circulacion son inducidas a un estado de anergia
por accion de los LT reguladores.
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CapriTULO 4

FUNDAMENTOS INMUNOLOGICOS DE PRUEBAS
DE LABORATORIO

La inmunologia se ha convertido en una ciencia transversal que ha permeado
y enriquecido otras ciencias biologicas y quimicas como la microbiologia, la
bioquimica, la genética, la medicina, la patologia y la biologia molecular, por
mencionar algunas.

Inicialmente, la inmunologia se enfocaba casi de manera exclusiva
en la prevencion de las enfermedades infecciosas mediante vacunacion,
posteriormente, la inclusion de reacciones seroldgicas se convirtid en un elemento
con fines meramente diagnosticos; en la actualidad, no solo se busca descubrir
nuevas pruebas especificas para cada enfermedad, sino también mejorar y,
sobre todo, automatizar las técnicas existentes. Ademas, la inmunoquimica y la
inmunobiologia han aportado el conocimiento sobre la estructura de los antigenos,
inmunoglobulinas, la quimica del complemento y otros componentes del sistema
inmune, asi como al estudio de las bases biologicas, genéticas y moleculares de
la respuesta inmune.

Actualmente podemos clasificar las técnicas diagnosticas en: i) cuantificacion
y deteccion de anticuerpos o antigenos especificos mediante interacciones
antigeno-anticuerpo, ii) deteccion, enumeracion y fraccionamiento de células
inmunocompetentes, iii) ensayos de inmunidad celular, ic) evaluacion de los
componentes del complemento y su funcién y v) inmunologia de trasplantes.

4.1. CARACTERISTICAS DE LA REACCION ANTIGENO-ANTICUERPO (Ag-Ac)

La reaccion Ag-Ac es una union de naturaleza quimica con alto grado de
especificidad, puede producirse in vivo e in vitro. En esta reaccion interactiia una
region limitada del Ag denominada epitopo que es reconocido por el paratopo,
region que se encuentra ubicada en la porcion variable del Ac; esta interaccion
sucede cuando las dos porciones tienen un acercamiento tal que la conformacion
de la superficie en uno de ellos se ensambla en la conformacion de la superficie
de la otra particula. Las fuerzas que participan en la union de estas dos moléculas
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son enlaces no covalentes y por lo tanto son reacciones reversibles. Entre las
interacciones moleculares estdn las electrostaticas, los puentes de hidrégeno y las
fuerzas de Van der Walls. La reaccion Ag-Ac tiene las siguientes propiedades:

* Afinidad: es la relacion termodinamica de la fuerza de interaccion entre
el sitio de union del Ac por un inico epitopo y la suma de las fuerzas que
atraen o rechazan los sitios de union.

* Avidez: es la fuerza de union entre un Ac multivalente con un Ag en las
mismas condiciones. Esta se produce por la fuerza de interaccion entre
multiples sitios de unidon de un Ac y multiples epitopos repetidos en un
antigeno polivalente.

» Especificidad: es la capacidad que tienen el Ac para distinguir su ligando
en el Ag diferenciandolo de otro similar en su estructura; esta union es
exacta y distingue diferencias minimas en su estructura quimica. Por otra
parte, la especificidad es la probabilidad de clasificar correctamente a los
sanos o la fraccion de los verdaderamente negativos.

» Sensibilidad: es la facultad que tiene una prueba diagndstica de identificar
los casos positivos como los realmente enfermos.

» Espontaneidad: es una reaccion que no requiere energia adicional para
que se produzca la union.

* Rapidez: lainteraccion Ag-Ac in vitro sucede en dos etapas, la interaccion
primaria que no es visible y la interaccion secundaria que se caracteriza
por la aparicion de un fendémeno visible (aglutina o precipita) dependiendo
de su concentracion y caracteristica del Ag y del Ac. La velocidad de
la primera etapa para reconocer Ag-Ac es de milésimas de segundo y
depende del medio de difusion. La segunda etapa es mas prolongada en
su manifestacion (precipitacion, aglutinacion, neutralizacion).

» Reversibilidad: por la naturaleza de las uniones entre Ag-Ac, esta caracte-
ristica depende de factores externos como la concentracion de sus compo-
nentes, la temperatura de la reaccion, el pH y la fuerza idnica del medio.

Las pruebas diagnosticas basadas en la deteccion de complejos Ag-Ac, per-
miten determinar los resultados positivos en pacientes enfermos y negativos en
sanos. Por lo anterior, es muy importante tener en cuenta en las pruebas diagnos-
ticas condiciones como la validez, la reproducibilidad y la seguridad; igualmente
que sea sencillo de aplicar, aceptado por la poblacion en general (paciente y
sector salud), que tenga minimos efectos adversos y econdmicamente sostenible.
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En cuanto a la validez, esta relacionada con la sensibilidad y especificidad
diagnostica, es decir, es la capacidad de una prueba de laboratorio para identificar
correctamente al enfermo como enfermo y al sano como sano.

La seguridad en una prueba esta determinada por los valores predictivos
que dependen de los conceptos de sensibilidad y especificidad, que son los que
dan la validez de una prueba diagndstica para determinar un resultado concreto
positivo o negativo en funcion del verdadero estado del paciente (sano o enfermo).
El valor predictivo positivo es la probabilidad de padecer la enfermedad con
un resultado positivo; el valor predictivo negativo es la probabilidad de que el
individuo con un resultado negativo esté realmente sano.

La reproducibilidad en una prueba diagnostica es la capacidad de un test de
que sea replicado por otros profesionales con resultados consistentes y estables
en condiciones experimentales similares.

Otro concepto de las pruebas de inmunodiagnostico es si son de tipo directo
o indirecto. Cuando se esta buscando en la muestra la presencia de antigeno, se
denomina prueba directa (inmunofluorescencia directa, por ejemplo); cuando en
la muestra se determina la presencia de Acs, se considera una prueba indirecta
(inmunofluorescencia indirecta).

4.2. TIPOS DE REACCIONES AG-AC

42.1. REACCIONES DE INTERACCION PRIMARIA

La reaccion Ag-Ac puede determinarse por procedimientos de interaccion
primaria en los que se mide directamente la cantidad de complejo Ag-Ac
formado, tiene mayor sensibilidad (pg/ml) y requiere de un sistema revelador
como en la inmunofluorescencia (fluorocromos conjugados), la ELISA (reaccion
colorimétrica enzima-sustrato), la quimioluminiscencia (reaccion luminiscente
enzima-luminol) y el radioinmunoensayo (RIA) (isétopos radioactivos).

4.2.1.1. INMUNOFLUORESCENCIA (IF)

Se determina la presencia del Ag o de Ac usando Acs fluorescentes mediante
la unién quimica de compuestos organicos como el isotiocianato de fluoresceina
(verde) o de rodamina (rojo), entre otros. En la inmunofluorescencia directa
(IFD) el Ac marcado no altera la especificidad por el Ag que se encuentra en la
muestray hace posible la determinacion de patogenos o de proteinas de superficie
celular debido a que el fluorocromo esta unido a la porcion Fc del Ac. Al observar
la muestra al microscopio de fluorescencia se visualiza el citoplasma celular o
la membrana fluorescente (figura 4.1).
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Figura 4.1. Inmunofluorescencia directa: determinacion del Ag en la muestra del
paciente

.*H‘f*

Muestra: Célula con Ag  Ac espedifico
en membrana marcado

Célula

Nota: Elaboracion propia.

En la figura se observa que el antigeno se expresa en la membrana de la célula
y es reconocido por el Ac que estd marcado con isotiocianato de fluoresceina, en
este caso, el resultado de esta union es la observacion de la membrana fluorescente.

Como ejemplo del uso en el laboratorio de pruebas de inmunofluorescencia
directa estan la determinacion de virus como el virus sincitial respiratorio,
Influenza, tipo B, dengue, entre otros, donde se usa un anticuerpo monoclonal
especifico para el patdgeno que debe estar marcado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC). La lectura fluorescente detecta la presencia del patdégeno
directamente en la muestra a analizar.

En la inmunofluorescencia indirecta (IFI), se determinan anticuerpos
especificos en la muestra (suero o plasma) contra antigenos como patdgenos o
biomoléculas unidas a tejidos (lectinas, proteinas, péptidos, acidos nucleicos,
oligosacaridos y polisacaridos); para visualizar el complejo Ag-Ac se requiere
de un segundo Ac, anti-IgG o anti-IgM marcado con la sustancia fluorescente.
Esta union permite observar el citoplasma o la membrana de la célula de color
fluorescente, si es usado como fluorocromo el isotiocianato de fluoresceina
(comunmente usado en los kits diagnosticos) se observa de color verde o de
color rojo si es usado el isotiocianato de rodamina B (figura 4.2).

Como ejemplo de los usos clinicos de pruebas de IFI, esta la determinacion
de IgG en el diagnostico de enfermedades parasitarias como las causadas por
el Toxoplasma gondii y el Trypanosoma cruzi; en enfermedades de origen
bacteriano como la sifilis causada por Treponema pallidum (FTA-Abs); en
infecciones de origen viral como la causada por el virus sincitial respiratorio,
entre otras.
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Figura 4.2. Inmunofluorescencia indirecta: determina Acs especificos en la muestra
de suero del paciente, generalmente IgG, contra el Ag. Estos Acs reconocen la
células que posee el antigeno (inmuno-reactivo) y la reaccion Ag-Ac se evidencia
mediante un segundo anticuerpo marcado con fluorocromo.

—_— 4 —_Ilh
+ *
—_— + =
Célula con Ag Muestra: Ac especifico  Anti-Anticuerpo marcado

en membrana

Nota: Elaboracion propia.

Para el diagnostico de enfermedades autoinmunes, la inmunofluorescencia
indirecta es prueba oro para la determinacion de anticuerpos contra anti-
genos nucleares (ANA). En la actualidad se utilizan como sustrato para la
reaccion de IFI células Hep-2, Hep 2000, HeLLa o Hep 20-10 de tejido hepatico
de primate, las cuales proporcionan los componentes intracitoplasmaticos o
intranucleares reconocidos por los Acs del paciente, tutiles para el diagndstico
de enfermedades autoinmunes.

El Ac primario (IgG) de la muestra del paciente, por medio de la porcion
Fab reconoce la molécula presente en el nucleo y se une formando el complejo
Ag-Ac que es evidenciado por medio del segundo anticuerpo fluorescente.
Los resultados, cuando hay presencia de IgG contra componentes del nucleo,
evidencian diversos tipos de fluorescencia nuclear dependiendo del tipo de Ag
reconocido en la célula, el cual se observa en diversas maneras de fluorescencia
del nucleo (homogénea, granular, periferia del nticleo, nucleolos, centromeros,
entre otros).

En el patron homogéneo o difuso, donde todo el nicleo evidencia fluorescencia
homogénea, los Acs se unen a la cromatina, histonas o ADN bicatenario; en la
tincion periférica donde se observa la fluorescencia de la membrana nuclear,
los Acs estan unidos al ADN bicatenario o proteinas de envoltura nuclear; en el
patrén moteado fino o grueso, se observa fluorescencia en forma de grumos, los
Acs estan unidos a todo el ADN, a las ribonucleoproteinas, al antigeno Smith (Sm)
o a los Ags Ro y La; en el patron nucleolar, donde solo fluoresce el nucleolo,
los Acs estan unidos al ARN; en el patrén centromérico los Acs reconocen las
placas de cromatina; en el patron del aparato mitético son Acs que reconocen
el centriolo en diferentes fases del ciclo celular (figura 4.3).



218 JEANNETTE NAVARRETE OSPINA

Se recomienda confirmar resultados con pruebas mas especificas y sensibles
(ELISA) para detectar anticuerpos antinucleares diferenciados o especifico
contra antigenos extraidos de una solucion salina como: antirribonucleoproteina
(anti-RNP), contra el Ag Smith (anti-Sm), antisindrome de Sjogren A (anti-SSA
/Ro), antisindrome de Sjogren B (SSB/La), antiesclerodermia antitopoisomerasa
1 (anti-Scl-70), anticuerpos antihistidil t-ARN sintetasa (anti-Jo-1).

Figura 4.3. Patrones de Anticuerpos Antinucleares (ANA): se observan de izquierda
a derecha patron homogéneo, patron moteado y patron nucleolar

Nota. Modificada de Ens et al., (2015). https://www.researchgate.net/publica-
tion/274086902

La utilidad de la determinacion de los ANA se ha evidenciado en el diagnostico
de enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (LES), con
una positividad del 95 %, escleroderma 40 %, artritis reumatoide 25 %, sindrome
de Sjogren 15 % a 20 %, artritis reumatoidea juvenil 22 %; ademas, en otras
patologias como la cirrosis pancreatica 33 % y hepatitis cronica activa 50 %
a 70 %. Se han reportado patrones de fluorescencia citoplasmatica (ANCA)
producida especialmente por Acs contra las proteinas mieloperoxidasa (MPO)y
proteinasa 3 (PR3) que estan en los granulos del citoplasma de monocitos y PMN.

La fluorescencia que se presenta de tipo granular distribuida regularmente por
todo el citoplasma a excepcion del ntcleo celular se denomina cANCA (patrén
citoplasmatico), la fluorescencia predominantemente lisa, parcialmente granular
finay enrollada en forma de cinta alrededor del nucleo celular de los granulocitos
se denomina pANCA (patron perinuclear) y el patron de fluorescencia atipico
se llama X-ANCA). Estos Acs estan asociados principalmente a vasculitis,
enfermedades granulomatosas, poliangeitis microscopica y poliarteritis nodosa.

Otra prueba de IFI para el diagnostico de enfermedades autoinmunes son los
Acs anti-ADN, donde se usa como sustrato el parasito de lagarto denominado
Crithidia luciliae, el cual posee una mitocrondria gran tamafio denominada
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kinetoplasto que contiene ADN de doble cadena (ADNds). La muestra del
suero del paciente con Acs IgG contra el ADN se fija en la lamina que contiene
el parasito y posteriormente se evidencia mediante un segundo anticuerpo
marcado con isotiocianato de fluoresceina. En una reaccidn positiva se observa
fluorescente el kinetoplasto en la base del flagelo del parasito, encontrandose de
manera exclusiva en el 40 % a 90% de los casos de LES.

4.2.1.2. ENSAYO NIMUNOENZIMATICO (ELISA)

Los ensayos inmunoenzimaticos son pruebas colorimétricas comunes de
diagndstico en el laboratorio para detectar y cuantificar anticuerpos, antigenos y
proteinas en muestras de fluidos bioldgicos que incluyen sangre, plasma, orina,
saliva y liquido cefalorraquideo.

En la prueba ELISA, se usan diversas fases solidas en las que se fija el Ag
o el Ac, entre ellas estan las placas de poliestireno con pozos de fondo plano,
tubos y perlas de poliestireno, papel de nitrocelulosa, entre otras. Para visualizar
la reaccion Ag-Ac se requiere de Acs marcados con una enzima cominmente
peroxidasa o fosfatasa, enzima que al degradar el sustrato produce color, para
determinar y cuantificar la presencia de Ag 6 Ac en la muestra del paciente.

El tipo de inmunoensayo de mayor frecuencia de uso es la ELISA en
sandwich. Para determinar Ag en la muestra bioldgica, denominada ELISA
directa en sandwich, se requiere de un Ac especifico adherido a la fase solida
que reconocera el Ag que se encontrara en la muestra bioldgica y sera evidenciado
mediante el uso de un Ac especifico conjugado con la enzima, a esta reaccion se le
adiciona el sustrato que es degradado por la enzima y produce color (figura 3.4).

Figura 4.4. ELISA directa en sandwich para la determinacion de Ag en la muestra
biologica

~ . ® >3 - w00

Ac especifico Agenla Ac especifico
en lafase sélida  muestra marcado con Ez

Sustrato COLOR

Nota: Elaboracion propia.
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Para poder determinar anticuerpos en la muestra biologica denominada ELISA
indirecta en sandwich, se requiere de un Ag adherido a la fase solida que sera
reconocido por el Ac, generalmente IgG, que se encuentra en la muestra biologica
(suero o plasma) y este complejo Ag-Ac sera evidenciado mediante el uso de
un segundo Ac especifico para la porcion Fc y, el cual esta conjugado con la
enzima que, al adicionarse el sustrato, lo degrada y produce color (figura 4.5).

Figura 4.5. ELISA indirecta en sandwich para la determinacion de Ac en la muestra

biologica
s - By o Tﬂ' _
g Yt e T EF\BG
Ag adherido Acenla Ac anti Ac Sustrato COLOR

en la fase sélida muestra marcado con Ez

Nota. Elaboracion propia.

En este tipo de ELISA donde se determina usualmente IgG presente en la
muestra, se usa como apoyo diagnostico de patologias infecciosas de tipo viral,
bacteriano y parasitario. Es importante tener en cuenta los valores que pueden
determinar memoria contra el patdogeno. Se recomienda para diagnodstico de
infeccion aguda, realizar la determinacion de IgG pareada, es decir dos muestras
con diferencia de 15 dias entre ellas para observar el incremento de este Ac.

Recientemente se desarrollaron pruebas de ELISA en sdndwich, en las que
se determino la avidez de los anticuerpos IgG, con lo cual se incrementa la
especificidad del resultado. Se ha observado que la afinidad de los anticuerpos
especificos tipo IgG es mas baja al inicio de la infeccion y va aumentando con
el tiempo en los estadios cronicos, lo cual ayuda a diferenciar las infecciones
adquiridas en forma reciente de las mas avanzadas, estas pruebas se denominan
test de avidez por ELISA. Esta prueba se ha utilizado para el diagnostico
temprano de infecciones como la toxoplasmosis, toxocariosis, rubeola,
citomegalovirus, virus de hepatitis C, parvovirus B19 y Epstein Barr.

En la ELISA de captura, usada generalmente para determinacion de IgM
contra el patogeno. En la fase solida se encuentra un Ac anti-IgM que captura
las IgM que se encuentran en la muestra bioldgica, este complejo se evidencia
con un conjugado compuesto de Ag-Ac-enzima, que se une a la IgM capturada
en la fase solida y que es especifica para el Ag; posteriormente se adiciona el
sustrato que es degradado por la enzima y produce color (figura 4.6).
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Figura 4.6. ELISA de captura para la determinacion de IgM en la muestra biologica
v que es especifica para el antigeno
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AcAntilgM  IgMenla Ac con el Ag especifico Sustrato COLOR

en la fase sélida muestra marcado con Ez

Nota. Elaboracién propia.

En la prueba de Elisa competitiva, se produce una competencia entre los
anticuerpos de la muestra (si estan presentes) y los anticuerpos secundarios contra
el Ag marcado con la enzima. Si la muestra contiene Acs especificos de interés,
se unirdn a los Ags y no permitiran que los Acs unidos a la enzima se unan a los
Ags que luego son eliminados en los lavados de la prueba, por lo tanto, después
de agregar el sustrato, no habrd un cambio de color que indique que la prueba
es positiva y viceversa (figura 4.7).

Figura 4.7. ELISA competitiva usada para determinar presencia de antigebo 6 Acs
en la muestra biologica

* e Sustrato
AAD IR

Y lye LY | [

Pozo cubierto Captura de Ac, Analito y analito Reaccién enzimatica
con Ac 2rio Ana‘hto con Enzima Conjugado con enzima De color proporcional a las
conjugada, muestra Compite por la unién Uniones del conjugado

Nota: Elaboracion propia.

Los kits de ELISA son inmunoensayos versatiles y de uso comun en laboratorios
de investigacion y diagnostico para la deteccion y cuantificacion de bioanalitos.
Sin embargo, frente a la creciente necesidad de detectar analitos presentes en muy
bajas concentraciones, estos ensayos presentan algunas limitaciones en cuanto a
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la sensibilidad se refiere. Esta limitacion se ha solventado con el desarrollo de
variaciones de los inmunoensayos enzimaticos tradicionales a los inmunoensayos
quimioluminiscentes (del inglés Chemi Luminescent Immuno Assay CLIA).

4.2.1.3. QUIMIOLUMINISCENCIA

Se determina la presencia de Acs IgG e IgM en la muestra del paciente frente a
un Ag especifico. Tiene el mismo fundamento de una ELISA, la diferencia radica
en que el conjugado, es decir, la enzima acoplada al Ac de deteccion, cataliza
sobre el sustrato (Luminol o éster de acridilo) una reaccién quimioluminiscente
que resulta en la emision de fotones, produciendo luz en vez de color y evidencia
una sensibilidad hasta de 1 pg/mL (figura 4.8).

Figura 4.8. Quimioluminiscencia para determinar Ac en la muestra biologica

L
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Nota: Elaboracion propia.

En los ultimos afios, los ensayos de CLIA han cobrado fuerza en el campo de
la investigacion biomédica, el diagndstico, la seguridad alimentaria y el analisis
farmacéutico, debido a su alta sensibilidad y especificidad. La luminometria
proporciona una sensibilidad extremadamente alta de 1pg/mL con un rango de
deteccion amplio y el uso de equipos que no son demasiado costosos (tabla 4.1).

Tabla 4.1. ELISA y quimioluminiscencia. Diferencias, ventajas y desventajas entre
ELISA y quimioluminiscencia

Diferencias entre ELISA vs. quimioluminiscencia

Caracteristica ELISA Quimioluminiscencia
Usa cromodgenos como TMB o Usa sustrato luminiscente como luminol
Sustrato . 1
ABTS o éster de acridino
. Permite analizar una amplia gama Determina un panel limitado de analitos
Analitos

de analitos para estudio dependiendo de la marca




CAPITULO 4. FUNDAMENTOS INMUNOLOGICOS DE PRUEBAS DE LABORATORIO 223

Su resultado se mide por cambio

Senial de color

Su resultado se mide por emision de luz

Sensibilidad = Alta sensibilidad > 500 pg/mL  Ultrasensible > 1 pg/mL

ity & En un rango de 60 al120 minutos En un rango de 17 a 40 minutos
resultados
Reactivos altamente estables y de vida
Reactivos estables con vida de Ttil de 3 afios, mayor rango dinamico
. 18 meses, rapida y facil de auto- (aumenta 106 o 107 veces la linealidad
Ventajas . . . -
matizar, ampliamente utilizado y del ensayo y la reduccion de desborda-
estandarizado miento), bajo fondo, facil de automatizar
y en constante evolucion
La lectura debe hacerse en un
corto tiempo desde la reaccion
. enzima-sustrato Precisa equipamiento especifico con
Inconvenientes

No puede leer por encima de 3.0 lector de quimioluminiscencia
D.O. por lo que requiere dilucién
de la muestra

4.2.1.4. RADIOINMUNOENSAYO (RIA)

Es un ensayo competitivo en el que una cantidad fija de Ag marcado
radiactivamente y el Ag de la muestra, compiten por un numero limitado de sitios
de enlaces especificos con el Ac. La union de los dos Ags con el Ac forma un
complejo precipitable. El porcentaje del Ag marcado que se precipita disminuye
a medida que la concentraciéon del Ag no marcado en la muestra aumenta.
Por lo tanto, la concentracion del Ag en la muestra problema es inversamente
proporcional a la cantidad de radioactividad de la fraccion enlazada. Tras
producirse la reaccion, se separan los Ags unidos (Ag-Ac, Ag-marcado-Ac) de
los libres (Ag marcado y Ac). Una vez separados se mide la radioactividad de
las fracciones unida y libre. Usando curvas de calibracion obtenidas con patrones
de concentracion conocida de Ag, es posible mediante la relacion de Ag libre y
unido calcular la concentracion del Ag en la muestra problema.

4.2.2. REACCIONES DE INTERACCION SECUNDARIA

En las reacciones de interaccidon secundaria, el Ac se determina por los
cambios fisicos que suceden en el Ag, mide la consecuencia o efecto de la union
Ag-Ac, es de menor sensibilidad (ug/mL), es de observacion directa como es la
aglutinaciéon de un Ag particulado y la inmunoprecipitacién de un Ag soluble.
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4.2.2.1. PRECIPITACION

* Precipitacion simple

Sucede con la mezcla de un Ac por lo menos bivalente con un Ag soluble lo
que conlleva a la formacion de un agregado que precipita. Para que este resultado
se d¢, las condiciones de Ag'y Ac deben ser dptimas de equilibrio, es una reaccion
observable y util para medir concentraciones de Acs (figura 4.9).

La mayoria de los antigenos son proteinas y generalmente son multivalentes,
es decir que tienen varios determinantes antigénicos por molécula que son
reconocidos por los Acs los cuales forman complejos insolubles que precipitan.
Los Acs tienen dos sitios de union con el Ag lo que le permite formar agregados
de gran tamafo.

Cuando en una solucion se mezclan cantidades de antigeno y de anticuerpo
especifico para el mismo, se produce una reaccion Ag-Ac formando una red
formada por complejos inmunes que se puede observar a simple vista.

Figura 4.9. Reaccion de precipitacion en condiciones de equilibrio Ag-Ac, es
decir, cuando hay exceso de alguno de los componentes no se produce la reaccion
de precipitacion
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Nota. Elaboracion propia.
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Como se observa en la figura 4.9, cuando se agregan cantidades crecientes
de Ag a una cantidad fija de Acs especificos, el agregado se va incrementando
hasta llegar al maximo de reaccion. Si se agregan cantidades pequenias de Ag se
forman complejos inmunes en exceso de Ac. Por el contrario, al agregar grandes
cantidades de Ag se producen complejos inmunes en menor cantidad. Es decir
que para que se formen grandes redes de complejos inmunes que precipiten
debe haber una equivalencia tanto de Ag como de Ac para visualizar la reaccion.

* Inmunodifusion doble de Ouchterlony

Cuando se incluyen antigenos y anticuerpos en un gel de agarosa, estas dos
moléculas se difunden la una hacia la otra formando bandas de precipitacion entre
los dos frentes de difusion. En la difusion doble de Ouchterlony o en difusion
en dos dimensiones, las soluciones de antigeno y anticuerpo se colocan en
pocillos separados cortados en una placa de agarosa que después de la difusion
y de hallar el equilibrio de las dos soluciones, forman el precipitado. Cuando el
inmunorreactivo tiene un solo Ag, el Ac de la muestra formara una unica banda
de precipitacion, cuando hay dos o mas Ags, cada uno de ellos se comporta de
manera independiente formando bandas de precipitacion que indican que hay
varios pares de reacciones Ag-Ac.

En la inmunodifusion doble, se coloca una solucion de anticuerpo en dos
pocillos adyacentes y el antigeno homoélogo se coloca en el centro, las dos
bandas de precipitacion que se forman se unirdn en sus extremos mas cercanos
y se fusionaran. Esto se conoce como una reaccion de identidad (figura 4.10).

Cuando hay reaccion de identidad total, los Acs estan reconociendo el mismo
tipo de Ag, producen una misma banda de precipitacion que se unen en un vértice;
la identidad parcial se produce cuando los Acs reconocen epitopos idénticos,
pero ademads estd reconociendo otros epitopos del Ag, en la precipitacion se
observa un espolon en uno de sus vértices; en la reaccion de no identidad, los
Acs no tienen ninguna conexién inmunologica con el Ag y forman bandas de
precipitacion que se cruzan entre si (figura 4.10).
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Figura 4.10. Inmunodifusion doble de Ouchterlony: las bandas de precipitacion de
identidad total, es cuando los Acs reconocen el mismo Ag; identidad parcial cuando
ademas de reconocer el mismo Ag, el Ac reacciona contra otros componentes del
Ag; no identidad cuando los Acs reconocen diferentes tipos de componentes del Ag

Cac (D Cac (e
- - - -

Reaccién de identidad parcial

Reaccién de identidad total

Reaccién de No identidad

Nota. Elaboracion propia.

* Inmunodifusion radial (IDR)

Esta técnica de precipitacion permite cuantificar moléculas solubles que se
encuentran en plasma como: inmunoglobulinas IgG, IgM e IgA, moléculas del
sistema de complemento C3, C4 y transferrina, entre otras. En este caso las
moléculas de inmunoglobulinas G, M y A o las moléculas de complemento se
comportan como Agy en la placa de agar se encuentra disuelto el Ac especifico
contra cada una de estas proteinas (anti-IgG, anti-IgM, anti-IgA, anti C3,
anti-C4). La muestra bioldgica (suero o plasma del paciente) se introduce en
los pocillos de la placa y a medida que el Ag en la muestra se difunde de forma
radial en el borde del pozo en el agar de la placa se forma complejo Ag-Ac que
precipita en forma circular hasta consumir todo el Ag de la muestra.

Si la concentracién de Ac y el grosor del gel son constantes, el area
cubierta por el precipitado es proporcional a la cantidad de Ag en la muestra
(figura 4.11).
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Figura 4.11. Inmunodifusion radial: en la placa con pozos en donde el Ag (IgG,
IgM, IgA, C3 6 C4) que se encuentra en la muestra, ha sido reconocido por el Ac
anti inmunoglobulinas o anti complemento inmerso en el gel de cada placa, forma un
precipitado de forma radial; la concentracion de Ag es proporcional al diametro del
aro de precipitacion, que segun curvas con estandares de concentracion conocida,
proporcional a la cantidad en mg/dL del Ag que se esté cuantificando

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com.

Esta es una reaccion de punto final y el tiempo para lograr la difusion total
lo determina la cantidad de Ag presente en la muestra, el cual generalmente es
de 2 a 4 dias. Para hallar la concentracion de la proteina a cuantificar, las casas
comerciales proporcionan la tabla que indica a qué cantidad en mg/dL que
corresponde al didmetro del precipitado. La concentracién de Acs en mg/dL es:

+ IgG: 650 a 1600 mg/dL
e IgM: 54 a300 mg/dL

* IgA:40a350 mg/dL

» IgE=0,0003 mg/dL

« IgD 0,03 mg/mL.

Los valores de referencia para C3 = 75-150 mg/dL y C4= 14-45 mg/dL.
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e Contrainmunoelectroforésis (CIE)

Es una técnica electroforética en gel donde se enfrentan el Ag y el Ac
mediante una corriente eléctrica. En esta prueba se mezclan la velocidad de la
electroforesis y la especificidad inmunoquimica que favorece la formacion del
complejo Ag-Ac el cual precipita en el gel. El sistema gel-buffer tiene un efecto
primario sobre la movilidad neta de los reactantes, especialmente los de carga
neutra, es decir los Acs son empujados por los iones H,O" que se encuentran
en el gel que migran hacia el polo negativo, mientras que el Ag que tiene carga
negativa se moviliza hacia el polo positivo. Cuando se forma el complejo inmune
se produce una banda de precipitacion que indica la presencia del Ag especifico
en la muestra (figura 4.12).

Esta metodologia es usada para el diagnostico de enfermedades infecciosas
usando fluidos bioldgicos como suero, sangre, liquido cefalorraquideo, liquido
sinovial, entre otros, en donde se encuentra el agente infeccioso.

Figura 4.12. Contrainmunoelectroforesis: la lamina portaobjetos con gel de alta
electro-endo-osmosis. Una vez solidificado se enfrentan Ag y Ac a una distancia de
1 cm entre ellos. Si después del corrido electroforético se produce una banda de
precipitacion esto indica que hay reconocimiento del Ag por parte de Ac especifico.

(-)I / TC; i-; (+)

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

4.2.2.2. AGLUTINACION

En este tipo de reacciones Ag-Ac, el Ac minimo divalente, reconoce el Ag
particulado que se encuentra adherido a la superficie de una particula o célula y
forma grumos o agregados. Es mas sensible que la precipitacion al determinar
pequenas cantidades de Ac y esto se logra adsorbiendo el Ag a particulas como
por ejemplo al latex (aglutinacion pasiva), glébulos rojos (hemoaglutinacion) o
a la superficie de la membrana de algunas bacterias (figura 4.13).
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+Figura 4.13. Reacciones de aglutinacion simple donde el Ac reconoce particulas de

Ag y las agrupa en grumos. La aglutinacion pasiva puede usar un soporte (latex) que

se agrupa para visualizar la reaccion Ag-Ac. La hemoaglutinacion usa como soporte
eritrocitos para agrupar los complejos Ag-Ac
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Nota. Elaboracién propia.
4.2.2.3. FLOCULACION

La floculaciéon es un proceso quimico mediante el cual, con la adicion de
sustancias denominadas floculantes, aglutinan las sustancias coloidales presentes
en el agua, facilitando su interpretacion al microscopio. La prueba del VDRL
(Venereal Disease Research Laboratory) determina Acs IgG floculantes
contra soluciones alcoholicas con cantidades predeterminadas de cardiolipinas,
colesterol y lecitinas, sustancias que son producidas por tejidos dafiados en la
sifilis causada por el Treponema pallidum o por lesiones de otras enfermedades.
Como se determinan Acs contra la cardiolipina, colesterol y lecitinas, se les
denominan pruebas no treponémicas para el diagnostico de sifilis. Los resultados
positivos de VDRL que pueden ser determinados de manera paralela con la
prueba RPR (del inglés Rapid Plasma Reagin) prueba no treponémica basada
en la aglutinacion de particulas de carbon que tiene adherida en su superficie
cardiolipina, colesterol y lecitinas, las cuales al ser reconocidas por los Acs,
forman agregados visibles.
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Ambas pruebas VDRL y RPR deben ser confirmados por pruebas treponémicas
como el FTA-abs (prueba de IFI) o TPHA (prueba hemoaglutinante contra el
Treponema pallidum).

4.2.3. OTRAS REACCIONES AG-AC

Dependiendo de la naturaleza del antigeno, del anticuerpo y de las condiciones
de reaccion, se pueden observar diferentes tipos de reacciones serologicas (estudio
de reacciones Ag-Ac in vitro).

4.2.3.1. NEUTRALIZACION

Acs especificos tienen la capacidad de ocupar el sitio activo del Ag y neutralizar
su accion toxica, quimica o infectante, como es el caso de las toxinas, las enzimas
o los virus (figura 4.14). Los Acs neutralizantes requieren de un solo tipo de
acoplamiento con el Ag para ejercer su accion, y esto depende de la valencia del
Ac que pueden ser monovalentes (Ac con un sitio capaz de reconocer el Ag),
bivalentes (Ac con dos sitios de reconocimiento para el Ag) o multivalentes;
por otra parte, la valencia en el Ag depende del ntimero de epitopes que posee.

Figura 4.14. Neutralizacion: los Acs neutralizantes ocupan el sitio activo de la
particula e inhiben el efecto sobre la célula blanco
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Nota. Elaboracion propia.
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4.2.3.2. CITOMETRIA DE FLUJO

El fundamento de la citometria consiste en la incidencia del 1aser en cada una
de las células, produce una dispersion de la luz a en diferentes direcciones que
proporciona informacion sobre su tamano y complejidad interna; ademas puede
captar fluorescencia emitida que proporciona informacion sobre expresion de
moléculas sobre la superficie o en el citoplasma de la célula. Las sefiales emitidas
son recolectadas y transformadas en un soffware que facilita la interpretacion
de sus resultados.

El citdmetro estd compuesto por un sistema de fluidos que toma la muestra, la
dirige y permite el transito de células individuales para que sean detectadas por el
sistema Optico compuesto de laser y un colector de senales emitidas. Cuando el
laser se encuentra con la célula, el haz de luz se dispersa dependiendo del tamafio
y su complejidad interna. Esta luz dispersada es captada por un detector frontal
y un detector lateral que dan valores dependiendo de la complejidad interna
de la célula. El citometro incluye también un sistema eléctrico que se encarga
de hacer la conversion de las sefiales Opticas en sefales electronicas mediante
fotodetectores, que con base en su intensidad, se le asigna un valor relativo en
una escala (figura 4.15). Las sefiales con idénticas intensidades se acumulan en
el mismo valor de la escala, lo que incrementa la altura del pico en la grafica.

Figura 4.15. Citometria de flujo: los componentes del citometro donde se indican
tres sistemas que lo componen, sistema de fluido, optico y electronico asi como el
procesamiento y la deteccion

Sistemna de Fluidos Sistema eléctrico
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Nota. Elaboracion propia.
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Ademas, la citometria permite analizar las caracteristicas individuales de
células o particulas en suspension a medida que pasan por uno o varios haces
de luz laser. Los citdmetros brindan una lectura a alta velocidad ya que puede
leer miles de células por segundo de tal manera que puede realizar un andlisis
multiparamétrico que, aunado a la velocidad de lectura, son las dos mayores
ventajas de su uso en el laboratorio clinico ya que favorece el diagnodstico basado
en el analisis celular mediante la caracterizacion de células normales segun
pardmetros de tamafo, complejidad, antigenos de superficie, linaje, funcion,
bioquimica intracelular, entre otras; asi como en la identificacion y deteccion
de células anormales observando cambios en la morfologia celular, alteraciones
genotipicas e inmunofenotipicas, y alteraciones en la bioquimica intracelular.

Ademas, con la citometria se pueden analizar pardmetros nucleares basados
en el ADN (contenido de ADN, estructura de la cromatina, superenrrollamiento
del ADN, roturas de hebras del ADN, entre otros); pardmetros de andlisis de
estructura y dinamica de la superficie celular (receptores de membrana, sitios
de unidn a lectinas, densidad de la superficie, transporte e internalizacion de
ligandos, etc.); pardmetros citoplasmaticos para el andlisis de componentes
intracelulares (proteinas totales, estructurales, funcionales, lipidos y glicoprotei-
nas intracelulares) asi como las funciones intracelulares (actividad enzimatica,
sintesis de proteinas); parametros extracelulares en el analisis de la dinamica
de la secrecion celular (captura de proteinas secretadas, activacion celular, di-
ferenciacion celular).

Las muestras que puede analizar el citometro son sangre, poblaciones de
células purificadas, suspensiones celulares de 6rganos sélidos, organelos,
liposomas, vesiculas extracelulares, liquidos bioldgicos y particulas inertes.
Ademas puede cuantificar moléculas en solucion en muestras de suero, plasma,
orina, liquido cefalorraquideo, calostro, semen, entre otros.

En la citometria de flujo usando Acs monoclonales (Mo), se puede determinar
la presencia de receptores especificos en cualquier célula que pueden clasificarla
como es el caso sobre los LT detectando el receptor CD3 en su membrana, LTh
detectando el receptor CD4 y LTc al detectar el receptor CD8 en su membrana.
Los anticuerpos monoclonales usados para reconocer los receptores celulares se
marcan con diversos tipos de fluorocromos ya que cada uno emite una energia
de excitacion a diversas longitudes de onda (tabla 4.2)
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Tabla 4.2. Principales fluorocromos comerciales de uso en la citometria de flujo

Color de la fluoresceina

Fluorocromo Energia de excitacion (nm)

emitida
Alexa Fluor 405 401
Dylight 405 400
Pacific Blue 405
Cy2 Verde azul 489
DyLight 488 Verde azul 493
AmCyan 457
Alexa Fluo 488 495
FITC 495
ATTO 488 501
ATTO 532 Amarillo verdoso 532
Cy3 Amarillo Verdoso 552
DyLight 549 Amarillo verdoso 550
PE Amarillo 496-564
PE Texas red 496-564
Rhodamina (TRITC) 550
Texas red 595
ATTO 594 601
APC 650
Alexa fluor 647 650
PE-Cy5 496-564
PerCP 482
PerCP-Cy5.5 482
Alexa Fluor 700 696
PE-Cy7 496-564
APC Cy7 650
DyLight 680 682
DyLight 800 770

Nota. Modificado de Lomonte (2020) y adaptado de Rockland Inmunochemicals, Inc

Los resultados pueden se representados en grafica de puntos (relacion entre
dos marcadores diferentes), en graficos de densidad en el que las poblaciones
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con mayor nimero de eventos se representan mediante una escala de grises
(grafico en zebra), mediante colores cercanos al naranja (pseudocolor) o mediante
lineas (densidad) (figura 4.16A). Otra forma de representar los resultados, es
mediante los histogramas, los cuales muestran la expresion de un marcador
versus el nimero de eventos, si la curva se desplaza hacia la derecha indica
mayor expresion del marcador y la altura indica la frecuencia de las células
capturadas (figura 4.16B).

Figura 4.16. A. Histograma que evidencia picos de poblacion de células
positivas para un marcador B. Células marcadas con un anticuerpo monoclonal
representadas en grafico de puntos, pseudocolor, zebra y densidad

A B

= Granulocitos

Monocitos

Namero de células
Granularidad (SSC)

Linfocitos

CD4 Tamaiio (FSC)
Linfocitos T cooperadores

Nota. Imagen generada por inteligencia artificial a través de ChatGPT. OpenAl,
2025 https://chat.openai.com

4.2.3.3. NEFELOMETRIA

En la nefelometria se cuantifican proteinas como las inmunoglobulinas en
solucion las cuales entran en contacto con un exceso de anticuerpos anti-IgG,
anti-IgM o anti-IgA para que se produzcan complejos inmunes que son detectados
mediante un método dptico que cuantifica la luz dispersada por dichos complejos
y es proporcional a la concentracion de la proteina en estudio. Ademas de las
inmunoglobulinas se pueden cuantificar proteinas del complemento como C3 y
C4, proteina C reactiva, factor reumatorideo properdin, haptoglobina, albimina,
transferrina, entre otras.
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4.2.3.4. ACTIVACION Y FIJACION DE COMPLEMENTO

En la via clasica de activacion del sistema de complemento, los Ac reconocen
el Ag que se encuentra en la célula blanco y activan la cascada enzimatica
causando la lisis de lamisma. Las reacciones de fijacion de complemento ocurren
cuando la IgG o IgM reaccionan con el Ag en presencia del complemento
adicionado. Esta fijacion sucede en dos fases, en la primera se mezcla el suero
descomplementado (precalentado a 56 °C por 30 min) con el Ag y una cantidad
determinada de complemento; en la segunda fase se adiciona un sistema indicador
(globulo rojo carnero y Ac). El resultado de hemolisis es porque no se formé
el complejo Ag-Ac en la fase 1 y el complemento quedo libre y al adicionar el
sistema indicador, el complemento lisa el GR, la reaccion es negativa para la
fijacion de complemento. Por el contrario, si no hay hemolisis, es porque en
la fase 1 se fijo el complemento al complejo Ag-Ac y al adicionar el sistema
indicador, no hubo complemento que causara la lisis del GR, en este caso es una
reaccion de fijacion de complemento positiva.

4.2.3.5. PRUEBAS INMUNOGENETICAS

4.2.3.5.1. Grupo sanguineo A, B, O

Un grupo sanguineo es la caracteristica heredada de padres que se expresa
mediante la presencia de una proteina especifica sobre la superficie de los
eritrocitos y puede ser detectada por una Ac especifico. El grupo ABO son
Ags heredados como grupo, los cuales estan controlados genéticamente por
genes alélicos heredados independientemente los unos de los otros. Los grupos
sanguineos se pueden clasificar de acuerdo a su importancia clinica, por la fuente
de sensibilizacion o por relaciones bioquimicas.

Los Acs que definen los Ags del grupo sanguineo son de tres tipos:
aloanticuerpos que pueden ser naturales producidos por el estimulo de una
transfusion sanguinea o de un embarazo; los autoanticuerpos producidos contra
Ags de alta frecuencia de la misma persona que produce los Acs y los anticuerpos
heterdlogos que son Acs contra los glébulos rojos producidos en otras especies.

El suero humano posee Acs del grupo sanguineo ABO, Acs que se
encuentran ausentes en el recién nacido y en cantidad moderada en lactante de
12 a 20 semanas. Estos Acs se producen sin inmunizacion obvia, por lo tanto,
se consideran naturales, es decir que se sintetizan en ausencia de un estimulo
antigénico conocido. Estos Ags naturales promueven la respuesta de IgM,
mientras que los que se producen por presencia de antigenos eritrocitarios
extrafnos producen Acs IgG. De los Acs, los Rh son los mas comunes seguidos
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por los sistemas de grupo sanguineo Kell, Kidd y Duffy. La formacion de anti-D
ocurre casi en 1 % de las exposiciones antigénicas, anti-K en 0,1 %, anti C y
anti E en 0,04 %.

La determinacion del grupo sanguineo se realiza por aglutinacion, los Acs
monoclonales que se encuentran en los antisueros fijan los Ags que estan en
la membrana de los eritrocitos formando una red. Para esta determinacion se
adiciona en un portaobjeto una gota de sangre anticoagulada y una gota del
antisuero respectivo, se mezcla por 3 minutos con palillo y se lee donde se
observa aglutinacion (figura 4.17).

Figura 4.17. Clasificacion de grupo sanguineo. se produce aglutinacion usando
los antisueros anti A, anti B, anti D con los globulos rojos de la muestra para la
determinacion de grupo sanguineo sistema ABO y Grupo Rh D

Grupo AntiA |AntiB |AntiD
Sanguineo
ABO y Grupo
RhD

A+

A-

B+

B-

AB+

AB-

00 =003
00 =00
00 ©0®@0®

Nota. Elaboracion propia

Entre los factores que pueden afectar las reacciones Ag-Ac eritrocitarias estan
la fuerza idnica (carga negativa en la membrana que hace que se rechacen entre si),
la temperatura (IgM reacciona en frio, IgG reaccionan en caliente), el pH (el cual
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debe estar entre 6,5y 7,5), la proporcion de Agy Ac (preparacion de GR 2-5 %),
el tiempo de incubacion (cuando se usa antiglobulina humana en los sistemas
de solucion salina la incubacion esta entre 30 y 60 min a 37 °C; cuando se usa
solucion salina de baja fuerza idnica el tiempo es de 10 y 15 minutos a 37 °C) y
se recomienda que el suero y los eritrocitos hayan sido obtenidos recientemente.

4.2.3.5.2. Tipificacion de antigenos de histocompatibilidad

El estudio del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) tiene como
objetivo analizar la compatibilidad entre donante y receptor en el trasplante de
organos vascularizados, en trasplante de médula 6sea, para estudios de paternidad,
analisis de la asociacion de alelos HLA con enfermedades (susceptibilidad) y
en estudios antropoldgicos para establecer posibles relaciones entre distintas
poblaciones o grupos étnicos.

La determinacion de compatibilidad se realiza mediante la prueba seroldgica
denominada microlinfocitotoxicidad en placas de Terasaky, y en la actualidad
se realiza mediante pruebas moleculares como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) con cebadores especificos de secuencia (SSP), PCR con
cebadores especificos de locus e hibridizacién con sondas marcadas especificas
de alelos (SSOP), secuenciacion directa (SBT) y otras pruebas moleculares
como fragmentos de restriccion de longitud polimoérfica (RFLP) y polimorfismo
conformacional de cadena simple (SSCP).

* SSP: en esta técnica se realiza una PCR usando como molde el ADN
extraido de células de sangre periférica del paciente. Como primers
(oligonucledtidos cebadores) se emplean combinaciones de pares de bases
de los oligonucledtidos especificos para diferentes alelos del HLA. En
el termociclador se logra la amplificacion de los fragmentos de ADN de
diferente longitud, el cual es analizado en una electroforesis horizontal
en gel de agarosa que permite observar, bajo luz UV, la presencia de los
alelos en la muestra del paciente. Para obtener el grado de resolucion en
la muestra, se deben realizar varias reacciones de PCR, tantas como pares
de primers se empleen en la tipificacion de la poblacion en estudio. Esta
técnica es sencilla, no requiere de equipos altamente sofisticados, es mas
sensible que la microlinfocitotoxicidad, como muestra se emplea sangre
total periférica, el costo es relativamente bajo, se puede interrumpir en
algunos pasos de la prueba y permite la deteccion de alelos nulos. Como
desventajas, no es la técnica 6ptima para la determinacion de alelos que
sean de origen cadavérico, puede dar resultados ambiguos al no lograr
la definicién de algunas combinaciones alélicas, cada primer puede
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amplificar uno o varios alelos HLA, y debido al polimorfismo de estas
moléculas, se requiere de un elevado nimero de primers para la obtencion
de un resultado lo dptimo posible.

SSOP: se realiza una PCR de células de sangre periférica del paciente,
como primers se usan pares de oligonucledtidos especificos para
diferentes loci del HLA. Se deben amplificar por separado HLA A, By
C. Los fragmentos de ADN son inmovilizados en membranas de nylon e
hibridizados con sondas marcadas y especificas para cada patron de alelos
del HLA. Estas membranas con los alelos obtenidos se observan con placas
de autorradiografia. El ADN extraido en union con los primers, permite la
realizacion de la PCR en el termociclador, reaccion que se visualiza en una
electroforesis horizontal en gel de agarosa, posteriormente se inmovilizan
los productos en membranas de nylon para la hibridizacion con sondas
marcadas con 32P, las cuales se exponen en placas de rayos X para la
visualizacion y analisis de resultados. Ademas de las ventajas de la SSP
descritas anteriormente, la técnica de SSOP es bastante sensible, permite
la deteccion de homocigosis, es adecuada para andlisis de trasplante
cadavérico, existe la opcion de evidenciar los resultados mediante
quimioluminiscencia para no usar elementos radioactivos, permite la
deteccion de alelos nulos y se pueden analizar un numero mayor de
muestras. Como desventajas estan que la elaboracion y su interpretacion
son complejas, pueden encontrase ambigiliedades, la técnica es costosa,
requiere de equipos para la hibridizacion y por el manejo de radioisotopos
se requiere de infraestructura compleja y se genera desechos radioactivos.

SBT: la fuente de ADN es la misma de las anteriores, se realiza una PCR,
se usan primers especificos pata diferentes alelos del HLA, se realiza la
tipificacion por separado (HLA A, HLA B y HLAC). Los fragmentos son
secuenciados en un equipo especifico que compara los datos a analizar
con datos de secuencias internas y asigna los alelos HLA de la muestra.
Como ventajas: es Optimo para la caracterizacion de HLA de cadaver,
automatizado y permite detectar alelos nulos. Como desventajas: requiere
de equipos altamente costosos y analiza un numero reducido de muestras.

CROSS MATCH: se requiere este analisis para determinar la presencia
de Acs en el receptor en lista de espera contra los alelos HLA del donante
de drganos vascularizados. La prueba se puede realizar en placas de
Terasaky donde reacciona el Ac del receptor con células del donante vivo
(leucocitos de sangre periférica) o cadaver (leucocitos extraidos de bazo).
Después de la incubacion, se adiciona suero de conejo para tener fuente
de complemento para observar la citotoxicidad causada por la formacion
del complejo Ag-Ac. Igualmente se puede realizar una citometria de flujo,
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donde las células del donante entran en contacto con los Acs del receptor
y este complejo Ag-Ac se evidencia con un segundo Ac antihumano
marcado con FITC para analizar las células en el citometro. El Cross-
match contra panel se realiza de la misma manera con Acs del receptor
con panel de células con alelos HLA representativos de la poblacion.
Los resultados de esta prueba dan la probabilidad de éxito o fracaso del
trasplante, especificamente del renal.

4.3. PRUEBAS INMUNOLOGICAS PARA DETERMINAR LA FUNCION DE
LA INMUNIDAD INNATA

4.3.1. VALORACION DE LA QUIMIOTAXIS

Los fagocitos (PMN y M¢) se enfrentan a un influjo de gradientes mediado por
factores quimiotacticos que hacen que salgan de su estado inactivo donde realizan
patrullaje del tejido (movimiento al azar) e inicien su desplazamiento mediante un
movimiento dirigido denominado quimiotaxis o movimiento unidireccional. Este
movimiento en respuesta a un estimulo externo se requiere para la eliminacion
del agente infeccioso, la cicatrizacion de heridas y el desarrollo de la inflamacion.

Existen varios métodos para valorar la funcion quimiotéctica de los fagocitos
como en ensayo con la camara de Boyden, donde los PMN son atraidos,
mediante una sustancia quimioatrayente, para atravesar una membrana de poros
de 3um, la cual es tefiida con colorantes para realizar el conteo a través de un
microscopio. Esta prueba puede determinar el movimiento dirigido, pero no es
una representacion adecuada de los gradientes encontrados en tejidos.

Otra prueba es la quimiotaxis bajo agarosa que permite evaluar el movimientos
de las células a través de un sustrato solido en una delgada pelicula acuosa que se
produce debajo de la agarosa. Este gradiente de poca profundidad es semejante
al gradiente que se presenta de forma natural en los tejidos, en donde se puede
medir la imagen de migracion de la distancia recorrida hacia el estimulo por
medio del microscopio. Ambas pruebas, cdmara de Boyden y bajo agarosa, son
reacciones de punto final.

4.3.1.1. PROTOCOLO DE QUIMIOTAXIS BAJO AGAROSA

*  Muestra: en tubo plastico obtener sangre anticoagulada con &cido citrico
monohidratado, citrato de sodio y dextrosa (ACD) en una proporcion de 5:1

*  PMN: se requiere separar los globulos rojos de los leucocitos usando un
gradiente de sedimentacion (dextran 70 al 6 %), para ello depositar la
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sangre anticoagulada en el dextran, mezclar y dejar el tubo plastico en
reposo en una inclinacién de 45° por 15 min a temperatura ambiente.
Colocar el tubo verticalmente por 30 min a temperatura ambiente. Separar
el sobrenadante (plasma) y someterlo a un gradiente de densidad con
Ficoll Hypaque (d=1077) en una proporcion de 2 partes de plasma por 1
de Ficoll Hypaque, centrifugar a 400g/30 min/4 °C. Descartar el plasma,
la capa de células mononucleares que estan en la interfase y el Ficoll. En el
fondo del tubo estan los granulocitos y globulos rojos contaminantes que
se eliminan con lisis hipotonica (KCL 0,6 N y agua destilada). Centrifugar
la suspension a 300g/6 min/4 °C. Suspender los granulocitos en buffer
fosfato pH 7.4 (PBS, ver anexo). Evaluar la viabilidad y pureza de los
granulocitos con azul tripano y violeta de genciana para tomar valores
superiores al 95 %. Llevar los granulocitos a una concentracion final de
5x107 PMN/mL.

Prueba de quimiotaxis bajo agarosa: preparar agarosa tipo Il en 4,2 mL
de agua destilada y desionizada, Medio Escencial Minimo 2X, HEPES
0,01M y suero humano inactivado al 10 %. Colocar el gel preparado en
cajas de Petri de poliestireno (60x15mm). Elaborar filas de tres pozos de
3 mm de didmetro a una distancia entre ellos de 1 cm (figura 4.18).

En los pozos inferiores se debe colocar como sustancia blanco 10 puL de
buffer Hank’s con gelatina al 0,1 %; en los pozos centrales adicionar 10
uL de los PMN a una concentracion de 5x107 PMN/mL; en los pozos
superiores adicionar 10 uL de Formil-Methionil-Fenil-Alanina (FMLP)
10-7M como factor quimiotactico. Incubar las cajas de Petri en cdmara
de CO2 5 % por 2,5 h a 37 °C. Para fijar las células a la placa, adicionar
glutaraldehido al 2,5 % e incubar toda la noche a 4 °C. A la mafiana
siguiente, retirar la agarosa de la placa y tefiir las células con colorante
de Wright por 15 min.
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Figura 4.18. Placa de gel de agarosa para la realizacion de la prueba de
quimiotaxis: el agar utilizado debe estar suplementado para elaborar la prueba de
quimiotaxis bajo agarosa usando PMN del paciente y una muestra control, FMLP
como sustancia quimioatrayente que estimulard el movimiento quimiotactico de los

PMN y buffer Hank's como sustancia blanco

Buffer

Muestra Control

Nota. Elaboracién propia.

* Lectura: en un microscopio de luz con un objetivo de 3,2/10 y un ocular
calibrado, medir la distancia recorrida desde el borde del pozo hacia el
borde de migracion celular. Para determinar el verdadero movimiento
quimiotéctico, restar los mm del movimiento al azar (PMN hacia el
buffer Hank’s) del movimiento quimiotactico (PMN hacia el FMLP).
Las unidades de migracion se expresan 1U=0,2 mm (figura 4.19).
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Figura 4.19. Lectura de la migracion de los PMN bajo la agarosa con el estimulo
quimiotdctico del FMLP. El verdadero movimiento quimiotdctico se obtiene restando
el movimiento al azar de la movimiento quimiotdctico

Buffer
Hank’s

Movimiento Movimiento
quimiotactico al azar

Nota. Elaboracion propia.

4.32. VALORACION DE LA FAGOCITOSIS

Los PMN cumplen funciones importantes en la eliminacion de patdogenos
infecciosos, resultado que se obtiene por la interaccion con los anticuerpos,
sistema de complemento y factores quimiotacticos, es decir que hay una
dependencia de los PMN con otros proceso inmunitarios celulares y humorales.

Los defectos de la funcion fagocitica de los PMN pueden ser cualitativos y
cuantitativos. En los trastornos cuantitativos, se encuentran los PMN disminuidos
en numero con respecto al valor de referencia (neutropenia), los cuales pueden
tener la funcion adecuada, pero son insuficientes en cantidad. En los trastornos
cualitativos, el nimero de PMN puede encontrarse dentro de los rangos normales,
pero no pueden ejercer su accion microbicida.

Las pruebas para evaluar la fagocitosis proporcionan un método rapido y
relativamente simple para evaluar esta importante funcion dentro de la inmunidad
innata. Entre las pruebas que pueden calificar la funcion fagocitica de particulas
0 microorganismos y su posterior muerte celular, estdn las de observacion directa
al microscopio de luz, estimacion de radioactividad enlazada a las células después
de la ingestion de una particula, prueba de reduccion del nitro azul de tetrazolium,
la prueba del asesinato intraleucocitario, analisis mediante la citometria de flujo
de particulas marcadas con sustancias fluorescentes.
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El estudio de la funcién fagocitica es util para evaluar a los pacientes con
inmunodeficiencias causadas por defectos en la fagocitosis, para el monitoreo
de enfermos sometidos a quimioterapia o radioterapia, entre otras aplicaciones.
Entre las causas que alteran la funcion fagocitica estan las congénitas, pues
pueden existir trastornos de la actividad de la actina de los neutrdfilos, deficiencia
de ATPasa en los neutrofilos; deficiencias adquiridas como las causadas por la
cirrosis hepatica, artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico, gammapatias
monoclonales incluido el mieloma multiple, neoplasias mieloproliferativas,
quemaduras, infecciones graves, uremia, cetoacidosis diabética y desnutricion.

4.3.2.1. PROTOCOLO DE LA MICROTECNICA DE FAGOCITOSIS Y MUERTE
INTRACELULAR DE CANDIDA

* Antigeno: realizar un pase de cultivo de Candida albicans en agar
Saboreaud de 16 horas de incubacion. Para el dia de la prueba tomar
una asada del cultivo fresco, lavarla tres veces en buffer fosfato salino
(PBS) y ajustar las levaduras a 2x106 Candidas/mL y mantener el tubo
en incubadora hasta momento de uso

* Buffer fosfato salino (PBS): mantener en incubadora mientras se realiza
la prueba para hacer los lavados con este buffer precalentado.

* Opsoninas: de un pool de suero de personas sin procesos infecciosos u
otras entidades en curso, tomar 100 uL y precalentar en incubadora hasta
momento de uso.

* Polimorfonucleares neutrofilos (PMN): se pueden obtener de una puncion
del dedo o de jeringa sin anticoagulante. Al mismo tiempo de realizar la
prueba del paciente, se debe realizar la de una muestra control.

* Procedimiento de la prueba fagocitica:

o Enunalaminilla de 22x22 mm elaborar un aro en plastilina del 1 cm
de diametro interno del aro.

o Enel aro depositar 3 a 5 gotas de sangre sin anticoagulante

o Colocar la laminilla en una caja de Petri con una torunda de algodon
htimeda (camara humeda), tapar la caja e incubar 1 h a 37 °C. En
este tiempo los PMN se adhieren al vidrio de la laminilla.

o Una vez completado este tiempo, retirar el coagulo y quitar exceso
de eritrocitos realizando lavados con PBS precalentado.

o Adicionar a los PMN que se encuentran adheridos al vidrio, 200
uL de la suspension de candida y 50 pL del pool de suero, ambos
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reactivos bioldgicos precalentados. Incubar a 37 °C por 10 minutos,
tiempo en que el PMN fagocita las candidas de la suspension.

o Realizar 3 lavados con PBS precalentado, resuspender el volumen
con 200 puL de PBS precalentado e incubar 40 min a 37 °C en
camara hiimeda. En este tiempo los PMN estan realizando su accion
microbicida sobre la candida.

o Adicionar 50 uL de azul de metileno al 1 % dentro del aro de plastilina
e incubar 10 minutos a 37 °C.

* Lectura: retirar la plastilina e invertir la laminilla sobre un portaobjeto.
Contar a 100X, 100 PMN adheridos con o sin candidas fagocitadas
y candidas muertas. Las candidas vivas se observan refringentes, las
candidas muertas se observan azules ya que la membrana ha sido lesionada
por los compuestos enzimaticos de los granulos de los PMN, por lo tanto
el colorante puede penetrar y tefiir la candida de color azul (figura 4.20).
El indice de fagocitosis se refiere a cuantas candidas puede fagocitar 1
PMN y el porcentaje de muerte intracelular dice del total de las candidas
fagocitadas cuantas pudo matar.

* Calculos. Ejemplo de lectura: 100 PMN 255 céndidas vivas. 150
candidas muertas

indice de fagocitosis:

100 PMN fagocitaron 405 candidas X=1indice de fagocitosis 4,05
1 PMN X cuantas fagocitod

Porcentaje de muerte intracelular

405 candidas es el 100% de las candidas fagocitadas

150 candidas muertas X % equivale

X= porcentaje de muerte intracelular 37,03 %

Valor de referencia: indice 2-4  Porcentaje de muerte intracelular 30 %-45 %
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Figura 4.20. Neutrofilos que han fagocitado candida. La observacion al microscopio
de luz a 100X donde se encuentran los PMN adheridos que han fagocitado candidas.
Las vivas se observan refringentes, las candidas muertas por la accion microbicida
del PMN, lesionan la membrana de la candida y el colorante puede penetrar y se
observan de color azul.

Candida
muerta

R

Candida
viva

Nota. Elaboracion propia

4.3.2.2. PROTOCOLO DE LA PRUEBA REDUCCION DE NITRO AZUL DE TETRAZOLIUM

(NBT)

Esta prueba mide la explosion respiratoria causada por la ingestion del
colorante observandose un incremento de la actividad de la via derivada de la
hexosa monofosfato, incremento del consumo de oxigeno y radicales superoxidos.
Por medio de esta técnica se puede analizar la integridad metabolica general de
los PMN fagocitantes.

* Muestra: 1 ml de sangre heparinizada tomada en tubo plastico (ya que
los PMN se adhieren al vidrio).

* Reactivo: nitro azul de tetrazolium (NBT): 0,002 mg/mL en PBS. Es un
compuesto claro, amarillo y soluble en agua que al reducirse produce
formazan de tincion azul oscuro. Phorbol-miristato.acetato (PMA) a una
concentracion de 1,6 uM.

e Protocolo:

o Tomar 100 uL de la sangre heparinizada del paciente para dos tubos
de plastico, uno etiquetado como estimulado y el otro no estimulado.
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o Allos dos tubos agregar 100 uL de NBT.

o Al tubo etiquetado como estimulado (E) adicionar 100 uL de PMA
1,6 uM.

o Incubar los dos tubos por 30 minutos en bafio Maria a 37 C

o De cadatubo se realizaron dos extendidos fijados en metanol y tefiidos
con giemsa

* Lectura: contar 100 PMN por microscopia optica (100X) para observar
el precipitado azul en los activados (figura 4.21). La falla en la reduccion
del colorante NBT es una anormalidad consistente y con importancia
diagndstica para la enfermedad granulomatosa cronica, los PMN de estos
pacientes no pueden dar muerte a ciertos microorganismos intracelulares
ni generar H202 o el radical superoxido.

* Valor de referencia NBT espontaneo 5 % a 10 % de PMN positivas NBT
estimulado 10% a 5 0% de PMN positivos.

Figura 4.21. Reduccion de azul de tetrazolium (NBT). El neutrofilo que fagocito
el colorante azul de tetrazolium, por la actividad enzimatica que este posee en sus
granulos, reduce el colorante produciendo un precipitado de formazan de color azul

Nota. Elaboracion propia.

4.3.2.3. QUIMIOLUMINISCENCIA PARA VALORAR LA FAGOCITOSIS

Los PMN emiten pocas cantidades de radiacion electromagnética una vez
han ingerido microorganismos. Esta energia se puede detectar como luz cuando
en el estallido respiratorio se generan H,O,, radicales superéxido y oxigeno
molecular. El oxigeno molecular es un elemento inestable y reactivo, se combina
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con las bacterias u otro elementos intralisosémicos para formar grupos carboxilo
de inestabilidad electronica. Cuando estos grupos regresan a su estado basal,
emiten energia luminica que esta directamente relacionada con la actividad
microbicida de los mecanismos de muerte intracelular oxigeno-dependientes
del PMN, los cuales generan quimioluminiscencia detectada con facilidad en
un espectrofotometro de centelleo en liquido.

La prueba de quimioluminiscencia (CLIA) que depende del protocolo de los
kits comerciales, consiste en incubar un tubo de centelleo con PMN en solucion
salina y particulas digeribles (zimozan o latex); se puede adicionar luminol y
lucigenina porque reaccionan quimioluminiscentemente con metabolitos de
oxigeno reactivos para intensificar las emisiones de luz.

El luminol reacciona con el H,O, y como resultado, el producto activado
electronicamente emite fotones a una longitud de onda de 425 nm; la lucigenina
reacciona con el O, que causa emision de luz a 470 nm. Esta luz emitida
se monitorea por medio de lumindémetros de microplacas con control de la
temperatura a través de las cuales se miden en cuentas por minuto (cpm) en el
contador de centelleo. La lectura se debe realizar por 10 minutos con intervalos
de 2 minutos durante 40 a 50 minutos.

4.3.2.4. CITOMETRIA DE FLUJO PARA VALORAR LA FAGOCITOSIS

La citometria de flujo permite medir la capacidad fagocitica del PMN de
ingerir particulas y medir los cambios bioquimicos una vez el PMN ingiere el
microorganismo, ya que inicia la explosion oxidativa que produce H,O, que oxida
componentes intracelulares. Para medir la capacidad fagocitica se usan bacterias,
levaduras o particulas inertes acopladas a un fluorocromo que permite determinar
el porcentaje de células que fagocitan. Para analizar los cambios bioquimicos
intracelulares una vez ha sucedido la fagocitosis, se usa 2"7 diclorofluoresceina,
un colorante polar que queda atrapado en el interior de la célula, comportamiento
similar tiene el colorante dihidro-rodamina. E1 H O, producido por el PMN oxida
el colorante fluorescente que se puede detectar en un citometro de flujo.

4.3.3. VALORACION DEL PROCESO INFLAMATORIO

Es un proceso fisioldgico del organismo mediante el cual el tejido vascularizado
responde ante un agente infeccioso o irritante. Durante este proceso, células y
mediadores trabajan conjuntamente con el propdsito de detener y eliminar las
causas de la agresion. Para determinar la presencia del proceso inflamatorio, a
nivel inmunologico se evalua la presencia de mediadores como las citoquinas,
proteinas de fase aguda, moléculas del complemento, entre otras.
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4.3.3.1. CUANTIFICACION DE PROTEINA C REACTIVA (PCR)

Esuna proteina de fase aguda, sintetizada en el higado por estimulo de la I1-6,
descrita como regulador de la intensidad y extension del proceso de inflamacion
aguda y marcador de dafio tisular. Como funciones de la PCR est4 la activacion
del complemento por via clasica luego de la interaccion de las células con los
receptores Fcy, ademads se une a células apoptoticas, actia en la depuracion de
restos nucleares, promueve la captacion de LDL por los macréfagos, facilita la
expresion de moléculas de adhesion y la migracion del monocito/macréfago al
inducir la secrecion de proteina quimioatrayente para monocitos (MCP-1).

La PCR es una prueba rapida de aglutinacion en latex el cual esta recubierto
con anticuerpos anti-PCR que reconocen la PCR que se encuentra en el suero
problema y forman aglutinacion visible macroscopicamente. Se puede realizar
una prueba semicuantitativa haciendo diluciones seriadas del suero problema
en solucion salina y poner en contacto con las particulas de latex recubiertas de
anticuerpo. El titulo corresponde a la maxima dilucion que presente aglutinacion.

El valor normal de PCR en plasma sanguineo es de 0,1 mg/dL el cual se
incrementa en procesos infecciosos, inflamatorios, traumaticos y neoplasicos.
Su determinacion es de baja especificidad, alta disponibilidad, reproducibilidad
y fiabilidad diagnostica. Posterior a un estimulo de inflamacion aguda la PCR se
incrementa a 0,5 mg/dL en las primeras 6 horas y llega a su pico maximo a las
48 horas, una vez desaparece el estimulo sus niveles disminuyen rapidamente.
Si el estimulo es cronico (artritis, tuberculosis o neoplasias), los niveles de PCR
pueden permanecer elevados. Se determina mediante pruebas de aglutinacion o
turbidimetria y sus protocolos varian dependiendo de la casa comercial.

4.3.4. VALORACION DEL SISTEMA DE COMPLEMENTO

4.3.4.1. CuantirrcacioN pe C3 vy C4

Los niveles séricos de las proteinas de C3 y C4 son los pardmetros clinicos
que con mayor frecuencia se usan para el analisis de los reactantes de fase aguda
de la inflamacion, sin embargo, pueden ser consumidas por complejos inmunes.

La cuantificacion de las moléculas C3 y C4 en suero o plasma se realiza
mediante la prueba de inmunodifusion radial (IDR) y nefelometria anteriormente
descritas. En la IDR, las muestras de suero (5ul) se siembran en los pozos de
la placa que contiene anticuerpo contra la molécula C3 o C4. Es una reaccion
de punto final que requiere 2 a 4 dias para la determinacion de la concentracion
de cada una de las proteinas del complemento, la cual es directamente
proporcional al didmetro del aro de precipitacion. Bajos niveles de las moléculas
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C3 y C4 se pueden encontrar en enfermedades autoinmunes como el LES, las
crioglobulinemias y nefritis posestreptococica. Valores de referencia C3 = 80-
200 mg/dL, C4 = 15-45 mg/dL.

4.3.4.2. EVALUACION DE LA FUNCION DE LA VIA CLASICA: COMPLEMENTO
HEMOLITICO 50

Esta prueba hemolitica evaltia la funcionalidad del sistema de complemento
por via clésica. El valor se obtiene midiendo la dilucion de suero que sea capaz de
hemolizar eritrocitos de carnero previamente sensibilizados con Ac antieritrocito
de carnero obtenido en conejo (hemolisina). La absorbancia de la hemoglobina
liberada en graficada frente a crecientes cantidades de complemento (muestra)
afiadidas, dando una curva sigmoidal (en forma de S), en donde la region interme-
dia (50 % de hemdlisis) tiene una relacion casi lineal entre el grado de hemolisis
y la cantidad de complemento presente en la muestra de suero del paciente.

Los valores se expresan en unidades 50 % hemoliticas por mL. Una unidad
de CH50 se define como la cantidad de suero o dilucion del suero requerida para
lisar el 50 % de los eritrocitos sensibilizados. El protocolo es:

e Muestra: suero conservado a -20 °C

* Reactivos: buffer complemento. Solucion de Mayer Croft o buffer veronal
pH 7,2 (ver anexo). Globulos rojos de carnero. Anticuerpos anti-GR de
carnero (hemolisina) la cual se debe titular a 2U hemoliticas (ver anexo)

e Procedimiento:

o Lavar los GR de carnero con buffer complemento (C”) 1X3 veces y
suspender a 1,25 % en buffer C'.

o A un volumen de GR de carnero 1,25 % adicionar 1 volumen
de hemolisina a 2 unidades hemoliticas (UH). (Titulacién de la
hemolisina. Ver anexo). Dejar a temperatura ambiente por 15 min.

o Hacer una dilucion inicial del suero del paciente y de un pool de
suero (control) a 1:30 en buffer C".

o Paracadapaciente montar 5 tubos de prueba, un control y un estandar
(100 % hemolisis), segun la tabla 4.3.

o Centrifugar 10 min a 2500 RPM a 4 °C

o Leerabsorbancias del sobrenadante de cada tubo en espectrofotometro
a 550 nm usando como blanco el control. Leer la absorbancia del
Estandar (ST 100 % hemolisis).
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Tabla 4.3. Protocolo para realizar el CH50: las cantidades se encuentran en ml

ubo 1 2 3 4 5 C St
React.
(ml)
Buffer C’ 0,7 0,65 0,6 0,55 0,5 0,9 -
H,O destilada - - - - - - 0,9
Suero 1:30 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 - -
GR-Hemolisina 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6

Incubar A 37 °C por 30 min en agitacion constante

Buffer C’ 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

* Calculos: para cada tubo hallar

DO Muestra X 100 = % hemolisis
DO Estandar

Graficar cada uno de los datos de cada tubo tanto del paciente como del control
en papel semilogaritmico, en el eje de las ordenadas graficar la cantidad de suero
usada en cada tubo vs. en el eje de las abscisas el porcentaje de hemolisis de
cada tubo (figura 4.22).
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Figura 4.22. Grdfica para CH50 en papel semilogaritmico se grafican los valores
hallados de cada tubo del suero del paciente vs el porcentaje de hemdolisis.
Se requiere hallar la cantidad de suero capaz de hemolizar el 50% para la
determinacion de las unidades hemoliticas
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El punto donde la recta resultante de los datos corta con el 50 % de hemolisis,
se lleva a la cantidad de suero (eje Y) que se requiere para hemolizar el 50 % de
GR de carnero. La hemolisis debe encontrarse entre 20 % a 80 %. En caso de
tener valores superiores o inferiores a la dilucion de suero establecida (1:30) se
debe hacer una dilucion mayor o menor del suero problema.

Titulo=  Factor de dilucion del suero. = X Unidades Hemoliticas

ml de suero hallados en el 50 % de hemolisis
Ejemplo segun la grafica:
Titulo= 30/0,27 =111,1 UH
Valor de referencia = 75-150 UH

* Interpretacion: la reduccion del complemento sérico puede deberse a
un defecto genético, a compromiso dérmico extenso, a enfermedades
autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico, sindromes nefriticos,
enfermedad por complejos inmunes o a la disminucion en la sintesis de
las proteinas del sistema de complemento. La alteracion mas frecuente
es el incremento en la concentracion de componentes del sistema como
respuesta a la inflamacién como reactantes de fase aguda.
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4.3.5. VALORACION DE LAS CITOQUINAS

La cuantificacion de la concentracion plasmatica de las citoquinas y sus
receptores presenta dificultades relacionadas con su corta vida media, presencia
de factores bloqueadores e inhibidores naturales y las dificultades derivadas de
la técnica de medicidon que generalmente son citometria de flujo, western blot
o ELISA. Las citoquinas que con mayor frecuencia se cuantifican son la IL-1,
IL-2, IL-6, IFN v, TNF e IL-10 generalmente mediante kits de ELISA los cuales
tienen sus propios protocolos.

Existen ensayos multiparamétricos por citometria de flujo, la cual esta
basada en inmunoensayos que usan perlas conjugadas con Acs especificos
frente a diversos analitos lo que permite la cuantificacion simultdnea de un
alto nimero de proteinas (hasta 30 proteinas) en una unica muestra de suero,
plasma, sobrenadante de cultivos celulares o lisados celulares, mediante la
técnica de citometria de flujo. Como ventajas sobre la ELISA y Western blot
para la determinacion de citoquinas es la reduccion significativa del volumen
de muestra (25-50 pL), el tiempo de procesamiento es corto (2 a 5 horas) y es
de mayor sensibilidad.

44 PRUEBAS INMUNOLOGICAS PARA DETERMINAR LA FUNCION DE
LA INMUNIDAD ADAPTATIVA

4.4.1. VALORACION DE LOS ANTICUERPOS

4.4.1.1. PRUEBAS DE CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS

Los Acs se pueden cuantificar mediante la técnica de IDR anteriormente
descrita la cual es una técnica de punto final en la que la concentracion de Acs
es proporcional al anillo de precipitacion.

Lanefelometria, técnica mas sensible que la IDR cuantifica complejos Ag-Ac,
se basa en la dispersion de luz que atraviesa un medio transparente en que hay
una suspension de particulas sélidas (complejos Ag-Ac) que dispersa la luz en
todas direcciones y, como consecuencia, se observa turbidez. La intensidad de
la luz depende del nimero de particulas suspendidas, su tamano, su forma, los
indices refractivos de la particula y del medio dispersante y la longitud de onda
de laradiacion dispersada. La fuente emisora es un laser de 670 nm y la deteccion
de dispersion se realiza a 90° respecto a la emision. El sistema monitorea la
dispersion en la reaccion Ag-Ac, y finalmente realiza el calculo matematico de
la velocidad de cambio de la sefal de dispersion.
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La concentracion de Acs varia segun la edad y el contexto clinico. En los
primeros tres meses el valor de IgG esta incrementado debido a la I[gG materna
que traspaso en el ultimo trimestre y que se encuentra en la circulacion del bebé
(tabla 4.4)

Tabla 4.4. Rangos normales de inmunoglobulinas segun la edad

Edad IgG (mg/dL) IgM (mg/dL) IgA (mg/dL)
Recién nacido a término 610-1540 1-4 6-30

3 meses 170-560 5-50 30-100

6 meses 200-670 8-70 30-100

1 afio 330-1160 10-100 40-170

2-6 afios 400-1100 10-160 50-180

7-12 afios 600-1230 30-200 50-200
Adultos 700-1600 70-400 40-230

Nota. Modificada de Seoane et al. (2019).

Para la cuantificacion de la inmunoglobulina E las técnicas inmunométricas
permiten la deteccion de anticuerpos que estén a bajas concentraciones en suero
de paciente. La técnica PRIST (Paper Disk Radio Inmmunosorbent Test) es
usada para determinar IgE en suero, que normalmente se encuentra en bajas
concentraciones excepto en pacientes alérgicos donde la concentracion de IgE
se incrementa. En esta prueba se usa un disco de papel el cual tiene adsorbido
Acs anti-IgE (anticuerpo de captura), al cual se le adiciona el suero del paciente
para permitir la union anti-IgE-IgE, posteriormente por un lavado se elimina el
exceso de Ac que no se unio a la fase solida. Este complejo se evidencia mediante
un conjugado anti-IgE marcada con isotopo radioactivo (radioinmunoanalisis),
una enzima (ELISA) o luminol (quimioluminiscencia). Luego de la incubacion
y lavado para eliminar el exceso de conjugado, se realiza la lectura del
inmunoensayo en el papel (figura 4.23). Los rangos séricos normales varian
entre 3 y 423 Ul/ml.
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Figura 4.23. Cuantificacion de IgE mediante inmunoensayo (PRIST) marcado con
enzima, con radioisotopo o con luminol
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Nota. Elaboracion propia

Latécnica RAST (Disk Radio Allergosorbent Test) permite la determinacion
de IgE especifica para un alergeno. El antigeno esta absorbido en el disco de
papel que se incuba con el suero del paciente y el complejo alergeno-Ac se
evidencia por medio de un conjugado (anti-IgE marcado con radioisotopo, con
enzima o con luminol), luego de la incubacion y lavado para eliminar exceso de
conjugado, se procede a la lectura acorde con el reactivo marcador (figura 4.24).

Figura 4.24. Determinacion de IgE especifica para un alergeno (RAST) causante de
procesos alérgicos
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Nota. Elaboracion propia.

4.4.1.2. PRUEBAS QUE ANALIZAN LA DINAMICA DE LOS ANTICUERPOS

En la respuesta inmunologica especifica humoral, el resultado final de la
activacion de los linfocitos B es la produccion de Acs efectores. Se espera que
los anticuerpos reconozcan antigenos frente a los que previamente se ha estado
en contacto (difteria, tétano, polio) o frente a Ags que por ser tan frecuentes
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y por el contacto que tiene el sistema inmune de manera temprana con estos
Ags, se produzcan Acs como contra la E. coli, la candida o contra los Ags de
grupo sanguineo. Estas pruebas apoyan el diagnéstico de inmunodeficiencias al
encontrar titulos disminuidos en pacientes con infecciones a repeticion.

44.1.2.1. Anticuerpos anti E.coli (Hemaglutinacion pasiva)

En individuos inmunocompetentes hay presencia de estos anticuerpos ya que
se esta expuesto contra este antigeno desde el nacimiento. La deficiencia de estos
anticuerpos puede sugerir un estado de inmunodeficiencia humoral. Se puede
realizar estudios de la produccion basica de anticuerpos como las hemaglutininas
contra antigenos como la de Escherichia coli.

En la hemaglutinacion pasiva el antigeno de la E.coli se absorbe sobre la
membrana de los glébulos rojos (O positivo) los cuales quedan sensibilizados
con el antigeno el cual va a ser reconocido por el Ac especifico para aglutinar
los globulos rojos. De estos Acs se puede determinar IgG e IgM anti E.coli.
Para determinar IgG se usa un agente reductor como el mercaptoetanol, el cual
destruye las uniones de puentes disulfuro que unen las cadenas polipeptidicas
de las moléculas de la IgM. Protocolo:

e Muestra: suero

* Reactivos: suero de conejo, globulos rojos O positivo, PBS, suero de
conejo, solucion de mercaptoetanol, pool de suero fresco.

* Antigeno: preparar antigeno de E.coli (ver anexo).

* Sensibilizacion de GR: lavar los globulos rojos O positivo tres veces
con PBS, mezclar 100 pL del boton de hematies lavados con 5 ml de Ag
de E.coli (ver anexo), incubar 60 min a 37 °C, centrifugar 5 min a 2500
RPM, descartar el sobrenadante y lavar la mezcla anterior tres veces con
suero de conejo al 1 % en PBS.

e Procedimiento:

o Inactivar suero del paciente, pool de suero, suero de conejo en baiio
Maria a 56 °C por 30 minutos.

o Tomar dos tubos por muestra segtn el siguiente cuadro:

Reactivo Tubo A Tubo B
Muestra 200 pL 200 uL
PBS 200 uL. -
Solucién de 2-f mercaptoetanol - 200 puL

Incubar a 37 °C por 30 min




256 JEANNETTE NAVARRETE OSPINA

o Tomar 10 mL de PBS y agregarle 100 uL de globulos rojos O positivo
lavados tres veces en PBS (GR no sensibilizados).

o Tomar 10 mL de PBS y agregarle 100 uL de GR O positivo
sensibilizados con antigeno de E. coli.

o En una fila de placa microtituladora de pozos fondo en U adicionar
50 L de PBS para la fila A (Acs totales) y 50 uL de PBS para la fila
B (IgG anti E. coli).

Figura 4.25. Anticuerpos anti E.coli. protocolo de hemaglutinacion pasiva para
determinar el titulo de anticuerpos anti E.coli

A
“[Control A: S0 L Tubo A |50 L Tuio B | Control B:

50 L tubo A 50 LPBS |50 uL PBS 50 L tubo B

4 50 uL PBS 50 uL PBS

/"SOpLPBS 50 uL PBS

F C.rsoCres 50 uL PBS

y (5o LPBS 50 1L PBS

IR ¢ | 50 uLPBS 50 uL PBS

V- 50 uL PBS 50 uL PBS

| f" 50 uL PBS 50 uL PBS

o Alospozosde las filas A y B adicionar 100 uL de GR sensibilizados.

o A los pozos control A y control B adicionar 100 pL. de GR no
sensibilizados.

o Mezclar (figura 4.25).

o Incubar laplaca 3 horas a 37 °C en camara hiimeda, realizar la lectura.
Se puede leer al dia siguiente dejando la placa a 4 °C.

* Interpretacion: el titulo corresponde al Giltimo pozo que presenta hemoa-
glutinacion. Los controles deben tener un boton compacto. Se informa Acs
totales (fila A): hemoaglutinacion hasta la tltima dilucién que presente
aglutinacion. IgG (ilaf B): hemoaglutinacion hasta la Gltima dilucion que
presente aglutinacion. Ejemplo: Acs totales 1:256. IgG 1:64.
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4.4.12.2. Anticuerpos anti candida (aglutinacion)

Otro tipo de anticuerpos que se puede determinar para la funcion de los
anticuerpos y que aporta en el diagnostico de inmundeficiencias humorales es
el estudio de la produccion basica de anticuerpos contra la Candida albicans,
antigeno que se esta en contacto desde el nacimiento.

La deteccion de Acs anticandida se realiza mediante la técnica de aglutinacion
directa simple, donde la reaccion es provocada por Acs IgG especificos con dos
0 mas receptores, que se producen por contacto temprano y de alta frecuencia de
presentacion de este tipo de Ag, dichos Acs reconocen las levaduras de candidas
en suspension y producen aglutinacion. Protocolo:

*  Muestra: suero del paciente preservado a -20 °C.

* Antigeno: de un cultivo de candida en Agar Sabourcaud de 18 h de
incubacion se toma una asada de la cepa y se emulsiona en solucion salina
(SS), hervir por 30 min y ajustar la candida en 5x106 /ml en camara de
Newbawer. Distribuir en alicuotas de 3 ml y conservar a -20 °C.

*  Procedimiento:
o Realizar las diluciones segln el siguiente cuadro (figura 4.26)

Figura 4.26. Anticuerpos anticandida. Protocolo para determinar titulo de
anticuerpos anticandida

‘Dilucién 15 | 1110 | 1:20 1:40 1:80 1:160 | 1:320 | 1:640 | 1:1280 | C(-)

Suero (ml) 0,2 - - - - - - = 5 B

Soluc.Salina (ml) | 0,8 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0.3 0,3 0,3

Diluir 0,3

o
w

0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 -

\ VA VA VA VA VAV LI
Ag Candida (ml) ‘o,3| 0,3 ‘ 0,3 ‘ 0,3 ‘ 0,3 0,3 ‘ 0,3 0,3 ‘ 0,3 lo,sl

<

o Incubar a 37 °C por dos horas

o Llevara4°Cpor15h

o Leeral microscopio de luz (40X) iniciando desde la méxima dilucion.
* Interpretacion: el titulo corresponde al ultimo tubo que presente

aglutinacién de mas del 50 % de candidas en cada campo. El aumento

de cuatro veces de los titulos de IgG indica infeccion activa. En pacientes
inmunodeficientes se presentan titulos disminuidos de IgG anticandida.
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44.12.3. Isohemaglutininas

Esta prueba se realiza para demostrar en el suero la presencia de Acs naturales
tipo IgM del sistema ABO mediante el método de aglutinacion directa simple.
En el procedimiento se ponen en contacto diluciones seriadas del suero problema
con globulos rojos conocidos A y B. La presencia de Acs anti A y anti B se
evidencia por una marcada aglutinacion. En pacientes inmunodeficientes se
observa titulos disminuidos.

* Antigeno: tomar una muestra de globulos rojos (GR) A, lavar tres veces
en SS (adicionar SS, centrifugar a 1800 RPM por 5 min y eliminar
sobrenadante) y suspender el boton de GR al 2 % en SS. Realizar el mismo
lavado y suspension a los GR B.

* Reactivos: solucion salina 0,85 %, globulos rojos A 'y B
*  Protocolo
o Tomar globulos rojos A y lavarlos tres veces con SS. Proceder de
igual forma con los globulos rojos B.
o Diluir los globulos rojos al 2 %.

o Preparar 10 tubos para cada paciente segun el siguiente cuadro
(figura 4.27).

Figura 4.27. Isohemaglutininas. Protocolo para determinar IgM antigrupo sanguineo

‘Dilucién 15 |[110 |1:20 | 1:40 [1:80 |1:160 | 1:320 | 1:640 | 1:1280 | C(-)

Suero (ml) 0,2 - -

Soluc.Salina (ml) 0,8 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

Diluir 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

\VAVAVAYVAVAYVAYACEIN

desechar
Ag Candida (ml) |o,3| 0,3 ‘ 0,3 ‘ 0,3 | 0,3 ‘ 0,3 | 0,3 ‘ 0,3 ‘ 0,3 lo,sl

o Mezclar y dejar en reposo 15 min. Centrifugar a 2.000 RPM por 5 min

o Agitar cada tubo y observar la aglutinacion macroscopica. El titulo
corresponde al lltimo tubo que presenta aglutinacion.
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4.42. VALORACION DE LOS LINFOCITOS T Y B

4.4.2.1. METODOS DE SEPARACION DE POBLACIONES LINFOCITARIAS

Para poder analizar las funciones celulares se requiere aislar una poblacion
pura de un determinado tipo de células, usar técnicas para contar el nimero de cé-
lulas obtenidas y para determinar su viabilidad, es decir, comprobar su viabilidad.

Las técnicas de separacion se basan en las diferencias existentes entre los
distintos tipos celulares como por ejemplo, el tamafio, la densidad de las cé€lulas,
la afinidad de anticuerpos hacia determinados epitopos de la superficie celular,
la dispersion de luz y la emision de fluorescencia.

Cuando se separan las células por gradientes de densidad, el medio que se usa
para formar el gradiente de densidad debe ser muy soluble en agua para poder
abarcar un amplio rango de densidades, ser inerte, no toxico y no ejercer mucha
presion osmotica en disolucion. Ejemplos de este tipo de medios son la sacarosa,
el cloruro de cesio, metrizamida y polimeros de elevado peso molecular como
los dextranos, el Ficoll o el Percoll, etc.

4.4.2.1.2. Separacion por gradiente de Ficoll

Para poder cuantificar y analizar la funcion de los linfocitos T y B se requiere
la separacion y purificacion de cada célula teniendo en cuenta su tamafio, densidad
y presencia de determinados marcadores en la superficie celular. La propiedad
de mayor uso para la separacion celular es en funcién de la densidad y es el
principio usado con la técnica de Ficoll que separa células mononucleares del
resto de las poblaciones sanguineas.

El Ficoll es un polisacaridos hidrofilico de densidad 1,077 g/mL que al entrar
en contacto con sangre total y después de una centrifugacion, se separan las
poblaciones sanguineas acorde a su densidad. Protocolo:

* Muestra: sangre total anticoagulada (heparina).
» Reactivos: Ficoll, buffer fosfato salino (PBS).
* Procedimiento
o Diluir la muestra 1:2 en PBS y mezclar.
o Adicionar 2 ml de Ficoll en un tubo de centrifuga.

o Adicionar 4 mL de la muestra diluida con pipeta, con cuidado por
los bordes del tubo para no romper el gradiente.
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o Centrifugar a 2000 RPM por 20 minutos a temperatura ambiente
(figura 4.28).

o Con una pipeta tomar la capa de mononucleares y lavar tres veces con
PBS. Resuspender en 1 ml de medio RPMI con suero bovino fetal.

o Almicroscopio realizar un recuento de viabilidad con azul tripan, donde
las células vivas se observan refringentes y las células muertas se obser-
van azules.

Figura 4.28. Separacion de mononucleares mediante el gradiente de Ficoll. La
muestra de sangre diluida (2 partes) sobre el Ficoll (1 parte) se centrifuga para
obtener la interfase inferior donde estan los globulos rojos y los PMN, luego estd la
interfase de Ficoll y sobre esta se encuentra la capa de mononucleares y en la parte
superior se encuentra el plasma y las plaquetas.

<
o

—_———

—- &= Plasma y Plaquetas

Muestra diluida Centrifugar

= Capa de mononucleares

[&=—— Ficoll

Ficoll '— Glébulos rojos y granulocitos

Nota. Elaboracion propia.

4.4.2.1.3. Separacion por gradientes de Percoll

La viscosidad de Percoll depende de la fuerza iénica que es menor en solucion
salina fisioldgica que en agua o en sacarosa 0,25 M. Esta propiedad le permite
producir gradientes en NaCl 0,15 M los cuales posteriormente se centrifugan. El
Percoll es una solucion coloidal al 23 % (p/p) en agua que tiene una densidad de
1,130/pm 0,005 g/L, se pueden conseguir gradientes que varian entre 1,0 y 1,3
g/mL por centrifugacion, tiene un pH de aproximadamente 9,0 aunque puede
ser usado con pH de 5.5 y 10 y tiene una osmolalidad muy baja, lo cual permite
una distribucion de particulas en gradientes de densidad. Protocolo:

* Muestra: sangre total heparinizada.

» Reactivos: preparar los gradientes de Percoll al 50% (1.065 g/mL), 60 %
(1.077 g/mL) y 70% (1.083) usando como diluyente buffer de Hanks o
PBS, y homogenizar con vortex cada solucion.
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*  Procedimiento

O

Depositar en un tubo cénico la muestra y posteriormente 1,5 mL de
Percoll 70 %, luego 1,5 mL de Percoll 60 % y finalmente 1,5 mL de
Percoll 30%. Cada solucion de Percoll debe ser depositada cuidadosa-
mente por los bordes de las parades del tubo con una ligera inclinacion.

Centrifugar a 2200 rpm x 10 minutos. Después de la centrifugacion
se observa un anillo de color amarillo y turbio entre las interfases del
Percoll de 50 % y 60 %; del cual se obtiene cuidadosamente con una
micropipeta dicho anillo donde tedricamente se hallan los linfocitos
(figura 4.29).

Este pequefio volumen del anillo se deposita en un tubo conico para
ser lavado una o dos veces con buffer de Hank o PBS para mantener
mas viables a los linfocitos ademads de crear un ambiente de presion
osmatica isotonica.

Figura 4.29. Separacion de mononucleares mediante el gradiente de Percoll. La
muestra de sangre total es colocada en el fondo del tubo y posteriormente se adiciona
cada gradiente de Percoll por el borde del tubo. Al centrifugar se observan las diversas
interfases de separacion celular separadas por cada gradiente de Percoll

NK, Monocitos

50% (1065)
Linfocitos

50% (1065) 60% (1077)

60% (1077) PMN

Centrifugar 70% (1083)

70% (1083)

GR

Nota. Elaboracién propia.

4.4.2.14.

Cell sorting

Esta metodologia tiene el mismo principio de la citometria de flujo con la que
se pueden clasificar hasta cuatro poblaciones celulares diferentes de una misma
muestra; las células que se desea separar pasan por una corriente de fluido a
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través de una celda de flujo las cuales son detectadas por un laser y la corriente
se rompe en gotas en un punto de ruptura fijo. Si una célula de interés pasa a
través del rayo laser, es identificada y cuando la gota alcanza el punto de ruptura,
se aplica una carga eléctrica a la corriente (positiva o negativa). A medida que
la gota abandona la corriente, pasa a una placas de desviacion que, por accion
de un alto voltaje, atrae la gota a las placas, dependiendo de la carga que se les
proporcioné. Las gotas descargadas pasan a los desechos y las gotas desviadas
se recogen en tubos colectores.

4.4.2.1.5. Formatos de separacion celular basada en afinidad

Los principios de la purificacioén por afinidad se han aplicado de diferentes
maneras para la captura de células, segiin los fluidos de origen y el rendimiento
requerido. Los ligandos de union celular se han inmovilizado sobre sustratos
solidos (métodos similares a cromatografico) o portadores de polimeros
(método pseudo/no cromatografico), asi como particulas magnéticas (MACS)
y marcadores fluorescentes (FACS), que permiten la separacion mediante un
campo electromagnético.

4.4.2.2. CUANTIFICACION DE LINFOCITOS Ty B

44221 Citometria de flujo

Para el analisis de suspensiones celulares mediante la citometria de flujo, se
requiere realizar preparaciones previas a la citometria. Se deben unir fluorocromos
convenientes a las células de manera diferencial para que con cada color o
combinaciones de color se pueda caracterizar cada poblacion celular. Esta
caracterizacion se logra mediante la determinacion de receptores de membrana
celular denominados CD (Cluster differenciation o grupo de diferenciacion),
marcadores como el HLA, Inmunoglobulinas de membrana, entre otros. Entre los
marcadores mas reconocidos y utilizados para el reconocimiento de poblaciones
celulares esta el CD3 para linfocitos T, CD4 para LTh, monocitos o macréfagos,
CD8paraLTc, CD19 y CD20 para LB, CD33 para células progenitoras mieloides
y monocitos.

Para la identificacion celular se requiere de Acs monoclonales especificos para
los diferentes receptores los cuales deben estar marcados con fluorocromos para
posteriormente ponerlos en contacto con la suspension celular. Como ejemplo,
para la determinacion de linfocitos T se pone en contacto la suspension celular
con el Ac monoclonal anti CD3 marcado con FITC y se incuba en oscuridad para
que al colocarlo en el citometro el analisis de sefiales verdes corresponde a los
linfocitos T ya que son las células que expresan en su membrana el receptor CD3.
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Con la citometria de flujo se pueden analizar receptores marcadores de
poblaciones celulares en muestras liquidas como de sangre periférica y médula
6sea previa eliminacion de los gldbulos rojos, inmunoglobulinas presentes en
la superficie celular o en el citoplasma, marcadores citoplasmaticos, valoracion
de ciclo celular, fenotipaje de leucemias y linfomas, proporcion adecuada de
poblaciones celulares como en el caso del VIH (LTh vs LTr), entre otros. Los
valores de referencia para LT es 45 % a 65 %, LB 8 % a 12%. Relacion Th vs.
Tr minimo 1:1, optimo 2:1.

44.2.2.2. Rosetas de carnero para la cuantificacion de linfocitos T

La prueba in vitro de formacion de rosetas de carnero ha sido utilizada para la
cuantificacion de esta subpoblacion celular y se basa en la capacidad que tienen
los globulos rojos de carnero para adherirse al receptor CD2 que se encuentra en
la membrana de los linfocito T formando una flor que se observa al microscopio
de luz. Protocolo:

* Muestra: linfocitos totales obtenidos por separacion de Ficoll a una
concentracion de 2x106 linfocitos/mL.

» Reactivos: globulos rojos de carnero lavados tres veces en solucion salina
y resuspendidos al 1 %.

e Procedimiento:

o Colocar voliimenes iguales de linfocitos y GR al 1 % en un tubo,
centrifugar 5 minutos a 1800 RPM e incubar 30 minutos a 37 °C.

o Tomar con una pipeta del fondo del tubo una gota y colocarla en un
portaobjetos cubierto con laminilla.

o Leer al microscopio. Se considera una roseta al linfocito que tenga
adheridos cuatro o mas eritrocitos de carnero (figura 4.29).

4.4.2.3. EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LT v LB

La funcionalidad de los linfocitos T se puede evaluar mediante cultivo
celular con mitégenos (concanavalina A o fitohemaglutinina) para observar la
proliferacion de los linfocitos T, en donde hay sintesis del ADN que se puede
determinar mediante la adicién de nucledtidos marcados con timidina tritiada.
La lectura se realiza por técnicas de autorradiografia comparativa donde se
observa la incorporacion de la timidina en la muestra vs. la que se encuentra en
la muestra del control sano.
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Por otra parte, como resultado de la activacion de los linfocitos T, se producen
citoquinas, protocolo que se realiza en un cultivo celular de linfocitos T que al
ser activados con un mitdgeno o un antigeno especifico va a liberar al medio de
cultivo las citoquinas derivadas de la activacion del linfocito T. Estas citoquinas
se pueden cuantificar por medio de la prueba de ELISA.

La funcionalidad de los linfocitos B igualmente se realiza mediante cultivos
para observar la proliferacion marcando las células hijas con carboxy-fluorescein-
succinimidyl-ester o con timidina tritiana o bromodesoxiuridina.

Ademas, la evaluacion de la funcionalidad de los linfocitos B se observa con
la produccion de anticuerpos IgG, IgM e IgA producidos por el paciente o la
cuantificacion de IgG del sobrenadante de cultivos de linfocitos B estimulados.
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ANEXO

SISTEMA LUMINEX

El sistema Luminex es un analizador flexible basado en los principios de
citometria de flujo, donde combinan fluidos, dptica y procesamiento de senales
digitales avanzadas con tecnologia de microesferas para ofrecer capacidades de
ensayo multiplex. La capacidad de realizar de 80 a 100 analitos diferentes de
caracter proteico o acidos nucleicos en un solo volumen de reaccion y usar perlas
magnéticas o cuentas de poliestireno liso, hace de esta metodologia una opcion
eficiente para los laboratorios que necesitan una mayor flexibilidad.

Las perlas se leen individualmente en las plataformas contenidas en los
instrumentos que analizan con principios de citometria de flujo fluorescente.
Luminex ofrece un mayor rendimiento de muestra con un tiempo de lectura de
placa de 96 pocillos de solo 45 minutos. El sistema Luminex es la combinacion
de tres tecnologias principales. La primera son las microesferas, una familia de
microesferas de poliestireno del tamafo de micras tefiidas con fluorescencia,
que actiian como el identificador y la superficie solida para construir el ensayo.
El segundo es un instrumento basado en citometria de flujo, que integra
componentes clave de deteccion como laseres, Optica, fluidos y procesadores
de sefiales digitales de alta velocidad. El tercer componente es el software que
estd disenado para la adquisicion de datos basada en protocolo con el analisis
de regresion de datos robusta.

Por otra parte, los inmunoensayos multiplex basados en perlas para la
cuantificacion de proteinas basados en los principios de ELISA tipo sandwich,
permite su uso con suero, plasma, lisados de células y tejidos, sobrenadante de
cultivo celular provenientes de humanos, ratones, ratas, primates no humanos,
porcinos y caninos.

En los ensayos que utilizan esta tecnologia para medir 80 analitos de
proteinas diferentes por pocillo, los anticuerpos de captura estdn unidos a
perlas Luminex que se encuentran teflidas internamente. La conjugacion de
un anticuerpo especifico con una perla distinta permite el analisis de multiples
analitos en un solo pocillo (ejemplo: citoquinas). Las muestras se mezclan con
los juegos de cuentas; los analitos de interés dentro de la muestra estan unidos
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por los anticuerpos de captura, se afiaden anticuerpos de deteccion marcados
fluorescentemente (ficoeritrina) especificos de los analitos de interés formando
un sandwich antigeno-anticuerpo. Este ensayo se lee en un equipo Luminex
donde un laser determina la magnitud del analito unido.

TITULACION DE LA HEMOLISINA PARA REALIZAR LA PRUEBA CHS50

El titulo de la hemolisina para esta prueba debe ser de 2 unidades hemoliticas
(UH). Para esto, se usa un pool de sueros de personas sanas (fuente de
complemento), eritrocitos rojos de carnero lavados y suspendidos a 1,25 %,
hemolisina (Ac IgG 7S anti-GR de carnero) a titular y que sea capaz de hemolizar
el 100 % de GR carnero sensibilizados usando una fuente de complemento
diluida al 30 %. Protocolo:

*  Descomplementar la hemolisina a bafio Maria a 56 °C por 30 minutos.

* Lavar GR de carnero con buffer complemento tres veces (o hasta que
el sobrenadante no evidencie hemdlisis) y suspender a 1,25 % en buffer
complemento.

» Realizar diluciones del pool de suero en placa microtituladora de pozo
fondo en U (Tomar la placa en sentido horizontal).

o Placa 1. Diluir el suero (S°) a 1:7,5 con buffer complemento. En los 12
primeros pozos de la placa de la fila 1, colocar 100 uL de la dilucion
del suero, en los demas pozos de la placa colocar 50 uL de buffer
complemento. A partir de la primera fila, mezclar y pasar 50 ul de esa
dilucién a la fila 2, mezclar y pasar 50 uL a la fila 3 hasta completar
la placa. En la fila G descartar los ultimos 50 uL de la mezcla. En la
fila H se colocaran los controles de la prueba.
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Placa 1
T 2 3 7 5 3 7 3 9 10

A [100uL | 100uL | 700uL | 00uL | 100uL | 100uL | 100uL [ 100uL | 100uL | 100uL

§01:7,58°1:75|8°1:75 | S°1:7,5 | S° §01:75 | S°1:75|8%1.75 | S°1:7,5 | S°1:75
17,5

B[ 50uL | 50uL |50l | BOuL | B0uL |50uL | BOuL  |BOuL | BOuL | BouL
Bc |Bc |ec |Bc [BC |BC |BCT |BC' |BC' |BC

C | 50uL 50ul 50ul 50uL 50ul | 50uL 50ul 50ul 50uL 50ul
Bc |ec |ec  |Bc [BC |BC |BC |BC  |BCT  |BC

D | 50uL 50ul 50uL 50uL 50ul | 50uL 50ul 50ul 50ul 50ul
BC’ BC’ BC’ BC’ BC BC’ BC’ BC’ BC’ BC

E | 50uL 50uL 50uL 50uL 50uL | 50uL 50uL 50uL 50uL 50uL
BC’ BC’ BC’ BC’ BC’ BC’ BC’ BC’ BC’ BC’

FB0uL | 50uL  |50uL | 50uL | B50uL [50uL | B0uL  |50uL | 50uL | 50uL
BC’ BC’ BC’ BC’ BC BC’ BC’ BC’ BC’ BC

G | 50uL 50ul 50uL 50uL 50ul | 50uL 50uL 50ul 50uL 50uL
B |ec |ec |Bc [BC |BC |BC |BC  |BC' |BC

H CGR CH C S| C So|C S| C Se

1:75 1:15 1:30 1:60

[ hml=lalalv]

uL
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o Placa 2. En otra placa microtituladora, realizar la dilucion de la
hemolisina descomplementada a 1:2 en buffer complemento. En los
pozos A a G de la primera columna colocar 100 uL de la hemolisina
1:2 y en los demas pozos colocar 50 uL de buffer complemento. En
la columna 10 descartar los ultimos 50 uL de la mezcla.

* Alaplaca2, adicionar a todos los pozos 50 uL de GR de carnero al 1,25 %,
incubar a temperatura ambiente por 15 min (sensibilizacion: hemolisina-
globulos rojos H-GR).

Placa 2
Diluir 50 uL
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A [ 700aC [ 50Ul | 50uC | 50ul_ | 50Ul | 50uC | 50ul | 50ul | 50uC | 50uL
H1:2 BC" BC® |BC® |BC BC® |BC BC® |BCc® |BC
B [ 100uC | 50uL | 50ul | 50uL | 50ul | 50uC | 50uL | 50uL | 50uC | 50uL
H1:2 BC" BC° |BC® |BC BC® |BC BC° |BCc® |BC
C | 100ulL | 50uL | 50ul | 50uL | 50uL | 50uC | 50uL | 50uL | 50ul | 50uL
H1:2 BC” BC' |BC® |BC BC® |BC BC” |BC® |BC
D [ 100ul | 50uL | 50ul | 50uL | 50ul | 50uC | 50uL | 50ul | 50uC | 50uL
H 1:2 BC" BC' |BCe |BC BC® |BC BCc® |Bc® |BC
E | 100uL [ 50uL | 50uL | 50uL | 50uL | 50uL | 50uL | 50uL | 50uL | 50uL
H1:2 BC" BC° |BCc |BC BC® |BC BC° |Bc® |BC
F [ 100uC_ | 50uL | 50ul | 50uL | 50ul | 50ul | 50uL | 50uL | 50ul | 50uL
H1:2 BC" BC' |BC® |BC BC® |BC BC® |BCc® |BC
G | 100uL | 50uL | 50uL | 50uL | 50uL | 50uL | 50uL | 50uL | 50uL | 50uL
H1:2 BC" BC° |BCc |BC BC® |BC BC° |Bc® |BC
H
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A laplaca 1 adicionar el volumen de cada pozo respectivo de la placa 2,
es decir 50 uL. del pozo 1A de la placa 2 al pozo 1A de la placa 1, 50 uL
del pozo 1B de la placa 2 al pozo 1B de la placa 1 y asi sucesivamente.
Quedaria asi:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

S°1:7,5 S ° S°1:7,5 S°1:7,5 S°1:7,5 S°1:7,5 S°1:7,5 S°1:75 S ° S° 1:7,5 §°

A H-GR 1:75 H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR 1:7,5 H- G R 1:7,5
1:2 H-GR 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 H-GR 1:1024 H-GR
1:4 1:512 1:2048
Se1:15  S°1:15 S° 1:15 S°1:15 S° 1:15 S° 1:15 S° 1:15 S°1:15 S°1:15 S° 1:15 S° 1:15
B H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256  1:512 1:1024 1:20148
S°1:30  S°1:30 S° 1:30 S°1:30 S°1:30 S°1:30 S°1:30 S°1:30 S°1:30 S° 1:30 S° 1:30
C H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256  1:512 1:1024 1:20148
S°1:60 S°1:60 S° 1:60 S°1:60 S°1:60 S°1:60 S° 1:60 S°1:60 S°1:60 S° 1:60 S° 1:60
D H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR H-GR
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256  1:512  1:1024 1:20148
F S°1:320 S ° S ° S ° S °© §°1:320 S°1:320 S ° S ° S° 1:320 S° 1:320
H-GR 1:320 1:320 1:320 1:320 H-GR H-GR 1:320 1:320 H-GR H-GR
1:2 H-GR H-GR H-GR H-GR 1:64 1:128 H-GR H-GR 1:1024 1:20148
1:4 1:8 1:16 1:32 1:256  1:512
G S°1:640 S ° S ° S °S ° S°1:640 S°1:640 S ° S °© S° 1:640 S° 1:640
H-GR 1:640 1:640 1:640 1:640 H-GR H-GR 1:640 1:640 H-GR H-GR
1:2 H-GR H-GR H-GR H-GR 1:64 1:128 H-GR H-GR 1:1024 1:20148
1:4 1:8 1:16 1:32 1:256  1:512
H CGR CH C S C S° C S° CS°1:60

1:7,5 1:15 1:30

Controles de la prueba:

o Control de GR: 50 uL de GR carnero 1,25 % + 50 uL de buffer
complemento (GR no sensibilizados).

o Control de suero: 50 uL de suero diluido 1:7,5 1:15 1:30 1.60 + 50
ulL de BC'+ 50 uL de GR de carnero no sensibilizados.

o Control de hemolisina: hemolisina descomplementada 1:2 50 uL +
50 uL de BC'+ 50 uL de GR no sensibilizados.

Incubar la placa preparada en el item f'e incubar a 37 °C en camara himeda
por 1 %5 hora.

Conservar a 4 °C por 18 h y leer por hemolisis.

Interpretacion: el titulo de hemolisina corresponde a la mayor dilucion
que ocasiona el 100 % de hemolisis en la fila del suero diluido 1:30. Esto
corresponde a 1 unidad hemolitica (UH). Para la prueba de CH50 se deben
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usar 2 UH, es decir que se debe usar la dilucion anterior. Ejemplo: titulo
obtenido 1:512 =1 UH

Dilucién anterior 1:256 =2 UH

La dilucion de trabajo de la hemolisina en esta titulacion debe ser 1:256 para
obtener 2 UH que es lo que se requiere para la prueba CH50

Preparacion del antigeno de Escherichia coli para la prueba de anticuerpos
contra E. coli (dindmica de anticuerpos)

Preparar en condiciones de esterilidad

* Cultivar 6 cepas de E. coli en agar nutritivo durante 24 h a 37 °C.

*  Emulsionar las cepas en solucion salina (SS) estéril y dividirla en tubos
de centrifuga de 15 ml estériles.

* Centrifugar 15 min a 2500 RPM, descartar el sobrenadante.

* Suspender el sedimento en SS estéril, ajustandolo a 1.200 millones /mL.
Corresponde al tubo n.°4 del nefelémetro de McFarland o a una D.O. de
0,4 a 650 nm.

* Hervir la suspension por dos horas en bafio Maria. Centrifugar 30 min a
3500 RPM.

* Recoger el sobrenadante, distribuir en alicuotas de 5 ml y conservar a-20 °C.

NEFELOMETRO DE MCFARLAND PARA LA PREPARACION DEL AG DE

E.COLI

TUBO H,S0,1% (ml) BaCl, 1% (ml) S“sPe‘Ef‘il‘;’l‘l‘o‘]’;geria“a
1 9,9 0,1 300
2 9.8 0.2 600
3 9.7 0,3 900
4 9,6 0.4 1200
5 9,5 0,5 1500
6 9.4 0.6 1800
7 9,3 0.7 2100
8 9.2 0.8 2400
9 9,1 0.9 2700
10 9,0 1,0 3000
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Reactivos

(@]

(@]

O

Buffer complemento (solucion de Mayer Croft) 5X. (Prueba CH50)

Cloruro de sodio 42,5 g
Cloruro de magnesio 0,84 g
Acido barbiturico (veronal) 2,875 g

Barbital sodico (veronal sédico) 1,0 g

o O O O O

Cloruro de calcio 0,14 g

Disolver los reactivos 1 y 2 en 400 ml de agua destilada; disolver los reac-
tivos 4 y 5 en 250 ml de agua destilada caliente, disolver el reactivo 5 en
20 ml de agua destilada. Mezclar las tres soluciones y completar a 1 litro
con agua destilada. Llevar al autoclave por 20 min y conservar a 4 °C.

Para uso: diluir 1:5 en agua destilada y chequear el pH 7,2.

Buffer fosfato

Solucion 1

- Fosfato disédico Na,HPO, 0,15 M 21,3 g.

- Completar a 1 litro con agua destilada y desionizada.
Solucion 2

- Fosfato monopotasico KH,PO, 0,15M 204 g.
- Completar a 1 litro con agua destilada y desionizada.
- Parauso:
Solucion 1 761 ml
Solucion 2 239 ml
Ajustar a pH 7,2
Solucion salina bufferada (PBS)

Buffer fosfato 1000 ml
SS 1000 ml

Subir pH con fosfato disddico 6 bajarlo con fosfato monopotésico



GLOSARIO

Adyuvante: sustancia que se usa para potencializar y reforzar la respuesta
inmunitaria ante un estimulo antigénico como el de una vacuna.

Afinidad: es el resultado neto de las fuerzas de atraccidon y repulsion entre
un epitopo individual de un antigeno y su correspondiente sitio de unién
en el anticuerpo. A mayor afinidad mayor interaccion y con mas fuerzas de
atraccion Ag-Ac.

Aglutinacion: combinacion de anticuerpos solubles con antigenos
particulados, tales como eritrocitos o bacterias, en un medio acuoso que
contenga electrolitos, con la consiguiente formacion de un agregado visible,
microscopica 0 macroscopicamente.

Agretope: es el sitio de un antigeno procesado que se une a la molécula del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

Alelo: es una de dos o mas versiones de una secuencia de ADN (una base
Unica o un segmento de bases) en una ubicacion gendmica determinada.

Alergeno: molécula que es capaz de producir alergia en un individuo con
predisposicion genética a ser alérgico

Alergia: reaccion del sistema inmunitario hacia una sustancia extraiia que
causa inflamacion del tejido afectado

Aloantigeno: antigeno que es compartido entre individuos de una misma
especie genéticamente diferente.

Amigadla: 6rgano linfoide secundario que tienen células reticulares y fibras
que albergan linfocitos, macrofagos, granulocitos, mastocitos y donde se da
la respuesta inmune contra antigenos que ingresan por la via nasal y oral.

Anafolotoxina: péptidos de proteinas que se originan de la activacion del siste-
ma de complemento que circulan en el plasma amplificando la respuesta inmune

Anafilaxis: reaccion alérgica e inflamatoria grave que puede ocurrir en
segundos o minutos en contra del alergeno y puede poner en riesgo la vida
del individuo.



274

JEANNETTE NAVARRETE OSPINA

Anticuerpo: proteina (inmunoglobulina) producida por las células plasmaticas,
de alta especificidad contra el antigeno que estimulo su produccion.

Anticuerpo monoclonal: anticuerpo producido por un solo clon de células del
linaje de los linfocitos B que ha sido unido a una célula tumoral de mieloma,
que da como resultado un hibridoma inmortal capaz de producir anticuerpos
de una sola especificidad contra el antigeno.

Anticuerpo policlonal: mezcla de anticuerpos producidos por una variedad de
clones de linfocitos B que reconocen diferentes epitopos del mismo antigeno.

Antigenicidad: capacidad de una molécula o sustancia de funcionar como
antigeno para despertar una respuesta inmune.

Antigeno: cualquier sustancia extrafia que, dependiendo de sus caracteristicas
fisicas y quimicas, es capaz de despertar la respuesta inmune en un organismo.

Antigeno timoindependiente: antigenos que despiertan la respuesta inmune
sin requerir de la accion de los linfocitos T.

Antigeno timodependiente: antigenos que despiertan respuesta inmune
dependiendo de las citoquinas que producen los linfocitos T.

Antisuero: suero con altas concentraciones de anticuerpos contra un antigeno
determinado.

Apéndice: saco bien definido de tejido linfoide ubicado en el intestino.

Apoptosis: cambios morfologicos relacionados con la muerte celular
programada de células envejecidas, dafiadas o que han cumplido su funcion
inmunologica, que incluyen fragmentacion nuclear, formacion de vesiculas
y formacion de cuerpos apoptoticos que son fagocitados.

Autocrino: produccion de moléculas quimicas que afectan o estimulan a la
misma célula que las produjo.

Autoinmunidad: enfermedad que se produce cuando el sistema inmune
reconoce lo propio como extrafio y ataca los tejidos sanos del organismo.

Autoanticuerpo: anticuerpo dirigido contra proteinas de las células propias
del organismo.

Autoantigeno: molécula propia del organismo que es reconocida por la
respuesta inmune del individuo debido a la ruptura de los mecanismos de
tolerancia frente a lo propio.
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Avidez: es la suma de todas las afinidades de un complejo Ag-Ac. Depende
de la afinidad del Ac hacia el epitopo del antigeno, de la valencia del Ag y
del Ac y la disposicion estructural de la interaccion.

Bacteremia: bacterias que se encuentran en circulacion sanguinea.

Bisagra: parte del anticuerpo que se encuentra entre las dos cadenas pesadas
constantes de un anticuerpo y le confiere movilidad a la region que reconoce
el antigeno (Fab) y que facilita la union Ag-Ac.

Bolsa de Fabricio: 6rgano especializado de las aves necesario para el
desarrollo y maduracion de los linfocitos B.

Cadena invariable: componente del CMH Clase II que la estabiliza antes
de que se una al péptido antigénico.

Cadena J: polipéptido que une las cadenas pesadas de cinco moléculas de
IgM para formar un pentamero o 2 moléculas de IgA para formar un dimero.

Cadena pesada: polipéptido mas grande de un anticuerpo que consta de
un dominio variable y tres o cuatro dominios constantes. Hay cinco tipos
de regiones constantes dentro de la cadena pesada que determina el tipo de
anticuerpo que se va a sintetizar (isotipo): o (IgA), € (IgE), y (IgG), n IgM),
S (IgD).

Cadena ligera: polipéptido de las inmunoglobulinas que se unen a los
polipéptidos de la cadena pesada para formar un heterodimero del anticuerpo.
Hay dos tipo k y A.

Caspasa: proteasa que participa en la cascada de sefializacion intracelular
que conduce a la apoptosis de diferentes tipos celulares.

Célula de Kupffer: macrofagos especificos de higado.

Célula de Langerhans: representante de las células dendriticas en la epidermis
y otros epitelios estratificados con la funcion de ser células presentadoras de
antigeno.

Células Langhans: son células gigantes formadas por macrofagos activados,
que contienen varios nucleos, se encuentran en los granulomas y estan
presentes en reacciones de hipersensibilidad retardada.

Célula de mieloma: son células plasmaticas tumorales utilizadas en el
laboratorio para fusionarlas con linfocitos B normales con el fin de formar
un hibrido inmortal productor de anticuerpos.
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Célula presentadora de antigeno: cualquier célula que pueda procesar y
presentar péptidos antigénicos relacionados con el CMH Clase. Entre estas
estan los macrofagos, las células dendriticas y los linfocitos B.

Célula doble negativa: subgrupo de células T en desarrollo (timocito) que
no expresan CD4, CDS ni receptor de la célula T (TCR).

Célula doble positiva: subgrupo de células T en desarrollo (timocito) que
expresa CD4, CD8 y TCR.

Células M: enterocitos especializados en la captacion de antigenos luminales,
carecen de recubrimiento de glicocélix y en su superficie luminal presentan
pliegues en lugar de los microvellosidades caracteristicos del resto de
enterocitos.

Citotoxica: que tiene la capacidad de destruir células.

Citoquina: proteina de bajo peso molecular producida por diversos tipos
celulares y que tienen la funcion de activar o regular la respuesta inmune.

Clon: c¢lula que proviene de un sola célula progenitora.

Complejo ataque membrana: complejo del sistema de complemento
compuesto por las fracciones C5- C9 cuya funcion es producir la lisis de la
célula que activo este sistema.

Complejo inmune: complejo molecular que esta conformado por anticuerpo-
antigeno y en algunos casos moléculas de complemento.

Complejo Mayor de Histocompatibilidad: complejo de proteinas que se
expresan en la superficie celular, son las responsables de la presentacion de
antigenos, del rechazo a trasplantes, del reconocimiento de lo propio y la
diferenciacion de individuos entre especies y dentro de la misma especie.

Complemento: proteinas en circulacion plasmatica que tienen la funcion de
reconocer antigenos para producir su lisis y amplificar la respuesta inmune
frente al patdgeno.

Componente secretor: fragmento que se une al dimero de la IgA en las
mucosas, es proporcionado por las células epiteliales y cumple la funcion de
proteccion de la protedlisis enzimatica del dimero por las enzimas de la mucosa.

Conjugado: sustancia compuesta por un anticuerpos monoclonal ligado
quimicamente a una enzima o cromdgeno que tiene como fin evidenciar
complejos antigeno-anticuerpo
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Defensinas: péptidos antimicrobianos naturales que se encuentran en los
granulos de los polimorfonucleares que ayudan a la eliminacion del patdgeno
fagocitado.

Determinante antigénico: también llamado epitopo y es el sitio de un
antigeno que es reconocido por un anticuerpo o forma el complejo TCR-
péptido-CMH.

Diapédesis. Paso de una célula de circulacion a tejido atravesando el endotelio
vascular.

Dominio: estructura globular unida por puentes disulfuro que se encuentra
en las cadenas pesadas y livianas del anticuerpo y son los que cumplen las
funciones bioldgicas del mismo.

Efecto poszona: en una reaccion Ag-Ac si hay exceso de Ag, no permite que
se dé la reaccion de precipitacion dando falsos negativos.

Efecto prozona: descenso de la reaccion Ag-Ac por exceso de Ag o de Ac.

Electroforesis: técnica de laboratorio para separar moléculas de ADN, ARN
o proteinas en funcién de su tamafio y carga eléctrica.

ELISA: inmunoensayo enzimatico que cuantifica anticuerpos o antigenos
encontrados en la muestra mediante el uso de un anticuerpo ligado a una
enzima que, en presencia del sustrato, produce color.

Endocitosis: distintos tipos de transporte activo que introducen particulas en
una c¢lula, encerrandolas en vesiculas de membrana plasmatica, la cual se in-
vagina para formar una vesicula intracelular que contiene el material ingerido.

Endocrino: moléculas reguladoras (hormonas, citoquinas) que van de la
célula productora a la célula blanco activandola o inhibiéndola.

Endégeno: antigeno o microorganismo que se origina o requiere estar dentro
de la célula.

Epitopo: porcion del antigeno que es reconocido por el anticuerpo y es el
que se une al complejo CMH de la célula presentadora de antigeno para
presentarlo al TCR del linfocito T.

Equivalencia: medida de la proporcion entre anticuerpo y antigeno que
produce el precipitado maximo en liquidos y geles.
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Estreptavidina: proteina pequeia producida por el Streptomyces avidinii
que tiene afinidad con la vitamina biotina. Se usa en pruebas inmunologicas
para detectar anticuerpos que fueron marcados con biotina.

Exocitosis: proceso mediante el cual las células liberan moléculas (citoquinas,
enzimas, productos de degradacion) que se encuentran en vesiculas las cuales
se fusionan con la membrana plasmatica para su excrecion.

Exégeno: antigeno o microorganismo que no requiere estar dentro de una
célula para su replicacion.

Factor Estimulante de Colonias: citoquina que apoya el crecimiento,
diferenciacion y maduracion de células hematopoyéticas.

Factor quimiotactico: molécula que induce movimiento dirigido de una
c¢lula hacia su objetivo.

Factor reumatoideo: autoanticuerpo de tipo IgM presente en el suero de
personas con artritis reumatoide.

Fagocito: célula que esta presente en circulacion sanguinea o en tejidos que
tiene la propiedad de migrar, reconocer, ingerir y destruir microorganismos.

Fagolisosoma: vacuola donde se encuentra el microorganismo fagocitado
y al cual se le han unido a la membrana los granulos del fagocito con el fin
de liberar sistemas de digestion que contribuiran con la muerte intracelular
del germen.

Fagosoma: vacuola citoplasmatica que contiene el material fagocitado por
la célula.

Fluoresceina: sustancia colorante hidrosoluble de color amarillo que produce
un color fluorescente verde intenso en soluciones alcalinas y cuando se
expone a la luz, la fluorescencia absorbe ciertas longitudes de onda y emite
luz fluorescente de longitud de onda larga.

Fluorocromo: actian como fuentes de luz de un color determinado que se
emplea para marcar anticuerpos u otras moléculas y crea contraste en zonas
determinadas de los especimenes.

Gammaglobulinas: grupo de inmunoglobulinas séricas de mayor movilidad
electroforética que otras proteinas del suero.

Gozne: parte del anticuerpo que se encuentra entre las dos cadenas pesadas
constantes de un anticuerpo y le confiere movilidad a la region que reconoce
el antigeno (Fab) para facilitar la union Ag-Ac.
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Granulocito: célula hematopoyética que contiene granulos, entre estos estan
los polimorfonucleares neutrdfilo, eosindfilo y basofilo.

Granuloma: masa o noédulo que se origina por una inflamacién crénica
que contiene macrofagos activados, LTh y células gigantes compuestas por
macrofagos.

Granzima: enzimas que se encuentran en el LTc que inician la apoptosis de
la célula blanco.

Haplotipo: forma como se heredan los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad, en paquete.

Hapteno: molécula que por si sola no desencadena respuesta inmune, requiere
de un transportador.

Hemaglutinina: molécula que se encuentra sobre la membrana de los globulos
rojos que es capaz de aglomerarlos.

Hemdlisis: destruccion de los globulos rojos y liberacion de la hemoglobina.

Hibridoma: hibrido formado por la unién de un mieloma (célula tumoral de
LB) y un linfocito B normal, es inmortal y capaz de sintetizar anticuerpos.
Es usado para producir anticuerpos monoclonales.

Hipersensibilidad: respuesta exagerada del sistema inmunitario a una
sustancia o medicamento.

Histiocito: célula del sistema inmune que incluye al macréfago y las células
dendriticas.

Idiotipo: region del anticuerpo que reconoce el antigeno y se encuentra en
la region variable de las cadenas pesadas y livianas.

Inmunizacién: proceso para producir un estado de inmunidad en un sujeto
mediante la administracion del antigeno.

Inmunoglobulina: anticuerpo compuesto de cadenas pesadas y livianas
formando cinco tipos de Igs: IgG, IgA, IgM, IgE e IgD.

Integrina: molécula de adhesion celular que permite la comunicacion entre
las dos células.

Intrén: secuencia no codificadora dentro de un gen que se transcribe en el
transcrito principal, pero se elimina durante el procesamiento y no se traduce
en el RNAm.
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Isotipo: fraccion de un anticuerpo que se encuentra en la region constante
de la cadena pesada. Y es la que determina el tipo de anticuerpo que se va a
sintetizar. Hay 5 tipos: a (IgA),e (IgE),y (IgG), u IgM), o (IgD).

Leucocito: globulo blanco que incluye los linfocitos, granulocitos, plaquetas,
monocitos y macréfagos.

Linfocina: citoquina producida por los linfocitos.
Linfopoyesis: maduracion en médula de linfocitos.

Lisozima: enzima presente en las secreciones de las mucosas y en los granulos
de los granulocitos que digiere la membrana de los microorganismos.

Marginacion: acumulacion de leucocitos en la pared de los vasos sanguineos
como resultado de la estimulacion quimiotactica y de la inflamacion.

Megacariocito: célula de médula dsea progenitora de las plaquetas.

Molécula de adhesion celular: moléculas que permiten la adhesion y
comunicacion entre dos células. Entre ellas estan las selectinas, integrinas,
cadherinas, superfamilia de las inmunoglobulinas y sialomucinas.

Monoclonal: derivado de una sola célula.

Opsonina: moléculas que rodean un antigeno para facilitar la fagocitosis.
Entre ellas estan los anticuerpos y moléculas del sistema de complemento.

Opsonizacion: etapa de la fagocitosis en la que el antigeno es marcado con
las opsoninas para facilitarle al fagocito la ingestion del microorganismo.

Oxido nitrico: mecanismo oxigeno independiente que tienen los fagocitos
para contribuir en la digestion del microorganismo fagocitado.

Paracrino: molécula que es liberada por una célula y realiza su efecto sobre
células cercanas.

Paratopo: sitio de union del anticuerpo al antigeno localizado en la region
variable de la cadena pesada y liviana que sirve para la union especifica de
un determinante antigénico (epitopo).

Patogeno: microorganismo que causa enfermedad.

Péptido: molécula formada por la uniéon de varios aminoacidos mediante
enlaces peptidicos.
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Perforina: proteina citolitica producida por los linfocitos T citotéxicos que
en presencia del calcio se polimeriza para formar poros transmembranales
en la célula blanco.

Pir6geno: molécula que induce fiebre.
Policlonal: proveniente de mas de un clon de células.

Proteosoma: es un complejo multiproteico conservado cuya funcion principal
es la degradacion enzimatica de proteinas intracitoplasmaticas extrafias.

Proteina de fase aguda: grupos de proteinas producidas por el higado cuya
concentracion sérica aumenta en estados de inflamacion aguda.

Proteina de choque térmico: proteinas que se incrementa su concentracion
en respuesta al calor o estrés de las células.

Quimioatrayente: sustancia que induce movimiento dirigido en las células.
Quimiotaxis: movimiento celular dirigido a un objetivo.

Reactividad cruzada: capacidad de un anticuerpo particular o receptor de
célula T para reaccionar con dos 0 mas antigenos.

Receptor de célula B (BCR): complejo receptor del linfocito B que
comprende un monomero de IgM y dos moléculas accesorias CD79ay CD79b
que tiene como funcidn reconocer moléculas extrafias y traducir las sefiales
en el linfocito B para la posterior produccion de anticuerpos.

Receptor de célula T (TCR): complejo receptor del linfocito T que
comprende el TCR, CD3 y CD4 o CD8 para la traduccion del sefiales en el
linfocito T.

Receptor Fc: receptor que estd en la membrana de algunas células y es
especifico para la porcion Fc de las inmunoglobulinas.

Receptor Toll: receptor de membrana de células de la inmunidad innata que
activa la sintesis de citoquinas proinflamatorias.

Region constante: parte de las cadenas pesada y liviana de una anticuerpo
que no varia y no reconoce el antigeno.

Region hipervariable: son tres segmentos que se encuentran en la region
variable de un anticuerpo y del TCR que presenta mayor variabilidad y le
brinda especificidad contra el antigeno.
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Region variable: porcion amino-terminal de las inmunoglobulinas y el TCR
que varia en su secuencia de aminoacidos y le da especificidad a la molécula.

Respuesta Th1: los linfocitos T Aelper que al hacer mitosis se diferencian
en linfocitos T productores de citoquinas que favorece la inflamacion y la
respuesta inmune mediada por células.

Respuesta Th2: los linfocitos T kelper que al hacer mitosis se diferencian en
linfocitos T productores de citoquinas que activan LB, favorece la produccion
de anticuerpos y la activacion de eosinéfilos y basofilos.

Restriccion CMH: caracteristica de los linfocitos T que solo reconocen
péptidos adheridos al CMH.

Riesgo relativo: probabilidad de un individuo con una caracteristica
determinada de que adquiera una enfermedad comparada con un grupo de
poblacién que carece de tal caracteristica.

Seleccion clonal: esta teoria postula que cada antigeno estimulara al linfocito o
grupo de linfocitos que poseen en su membrana receptores capaces de
reconocer y unirse especificamente a €l y que como consecuencia se producira
su proliferacion y diferenciacion en células con las mismas caracteristicas de
reconocimiento que los linfocitos originales.

Seroconversion: demostracion de la presencia de anticuerpos especificos
para un antigeno concreto en el suero de un individuo, previamente negativo
para dicha especificidad antigénica.

Seudépodo: prolongacion de la membrana de células moviles y fagociticas
que les sirve para desplazarse y capturar microorganismos.

Sinérgico: accion combinada de dos citoquinas diferentes es mayor a la suma
de sus acciones aisladas.

Superantigeno: antigenos que provocan la estimulacion exagerada del sistema
inmune produciendo paralisis inmunologica o reacciones autoinmunes.

Titulo: medida de la fuerza relativa de un antisuero, el titulo es el reciproco
de la ultima dilucidon de un antisuero capaz de mediar algun efecto mesurable,
como precipitacion, aglutinacion, inmunofluorescencia.

Tolerancia: ausencia de reaccidon inmunitaria a moléculas particulares
especificamente a antigenos propios.

Toxoide: toxina modificada para eliminar su accién toxica pero que ain
despierta respuesta inmune.
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Vacuna: preparacion de material antigénico empleada para inducir inmunidad
contra patogenos.

Variolizacion: procedimiento mediante el cual se inoculd pus originario
de pacientes con viruela con el fin de atenuar el proceso de la enfermedad y
lograr la inmunizacion de la poblacion, este procedimiento se realizé antes
de la vacunacion introducida por Eward Jenner.

Vida media: tiempo que tarda en decaer la mitad del valor original de alguna
cantidad de célula o proteina.

Virulencia: grado de la capacidad de un microorganismo para producir una
enfermedad.

Western blot: técnica usada para detectar una proteina en una mezcla donde
primero se separan las proteinas por electroforesis y luego son transferidas a
un papel de nitrocelulosa para posteriormente, mediante un ensayo de ELISA,
determinar la presencia proteina de interés.

Zona de equivalencia: punto o region de un gel en el que la proporcion entre
un antigeno y un anticuerpo es Optima para la produccion de un precipitado
Ag-Ac.
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Este libro sobre la inmunologia, escrito de manera magistral, des-
cribe cdmo esta ciencia estudia las defensas de un organismo vivo
cuando se enfrenta a un agente agresor. La presente obra es un
compendio del proceso de proteccion que realiza el ser humano. El
recorrido parte de su contexto historico y sigue por cada uno de
los componentes organicos, celulares y proteicos necesarios para
la comprensiéon del funcionamiento del sistema inmune innato y
adaptativo. Ademas, cuenta con la descripcion de los funda-
mentos de diversas pruebas de laboratorio aplicadas a los analisis
inmunoloégicos.

Este libro esta disefiado para quienes se encuentran realizando
estudios en cualquier area de la salud, pues cada tematica se presenta
de manera sencilla y clara, alcanzando conocimientos que permean
la profundizacién sobre la accién del sistema inmune en diversas
areas como la microbiologia, la bacteriologia, la medicina, entre otras
disciplinas.
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