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Prologo

MARGARITA SALAS FALGUERAS

Una vez mds el Instituto de Espafia publica una Monografia sobre un tema
de gran interés cientifico y de enorme repercusion clinica: Bioquimica y Fi-
siopatologia del Sistema Inmune. Los coordinadores/editores de esta obra, Ma-
ria Cascales Angosto y Pedro Garcia Barreno, me piden que introduzca esta Mo-
nograffa, peticiéon que realizo con gran satisfaccion, no solo por venir de dos
grandes amigos, sino porque el curso que ha dado origen a este volumen fue
programado en 2003, siendo yo entonces Presidenta del Instituto de Espafia.

Hace poco mds de un cuarto de siglo que el sistema inmune empezé a ser
considerado como uno de los temas de mayor interés clinico y sanitario y se co-
menzaron a descubrir enfermedades que estaban intimamente relacionadas con
las alteraciones de este sistema: alergias, obesidad, cdncer, SIDA, diabetes, hi-
pertension, problemas circulatorios y cardiovasculares, etc.

En los organismos multicelulares, el sistema inmune actiia como defensa
frente a invasores externos. Estd compuesto por un entramado de células y pro-
ductos de éstas, que interaccionan entre si. Su funcién es distinguir las entida-
des propias de las extrafias y eliminar las extrafas. Si el sistema inmune fun-
ciona adecuadamente el organismo puede estar en contacto con alérgenos y no
ser alérgico, con gérmenes y no tener infecciones, con cancerigenos y no tener
cancer. Los componentes del sistema inmune tratan de evitar que estos agentes
extrafos infecten las células del cuerpo humano, o de controlar la infeccién cuan-
do ésta ya se ha iniciado. Los microorganismos son las principales entidades ex-
trafias, pero los neoplasmas, trasplantes y ciertas toxinas son también impor-
tantes. Para hacer frente a estas entidades el sistema inmune ha desarrollado dos
mecanismos: inmunidad innata e inmunidad adquirida, las cuales se encuentran
en total conexién e influencia una sobre otra.
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ProOLOGO

El sistema inmune nos define y nos defiende; su fracaso puede producir la
enfermedad y, en algunos casos, la muerte. La inmunologia constituye una rama
relativamente joven de la ciencia biomédica. El término inmunidad se deriva del
latin inmunitas, esto es exento de «cargos» (impuestos, pagos). Sin embargo,
durante casi un siglo, el término inmunidad ha denotado la resistencia al posi-
ble ataque por algtin agente infeccioso. Aunque la disciplina de la Salud Publi-
ca se desarroll6 antes que la Inmunologia, parece haber cierto paralelismo en-
tre esta dltima y los avances conseguidos en el control de las enfermedades
infecciosas y la mejora de la calidad de vida.

Se conoce desde tiempos remotos el hecho de que los supervivientes a las
plagas estaban protegidos de los terribles estragos de éstas en posteriores en-
cuentros con la enfermedad. Uno de los comentarios mds antiguos aparece en
las crénicas de Tucidides en la guerra del Peleponeso donde describe una pla-
ga que azot6 Atenas en el afio 430 antes de Cristo y comenta como los que sen-
tfan mayor piedad por los enfermos y los moribundos eran los que habian pa-
decido antes esa enfermedad y se habian recuperado. Ellos conocian la
enfermedad y sabian que no padecerian ésta por segunda vez, y de sufrir un se-
gundo ataque, nunca tendria una evolucién fatal. Estos conocimientos no se en-
tendieron bien en su época y no fueron sometidos a experimentacion o andlisis;
mds bien, la aparicion de fiebres o la peste se envolvieron de una aureola ma-
gica o religiosa. La primera vacunacion efectiva, aunque todavia empirica, fue
llevada a cabo por Edgard Jenner (1749-1823), que observo que las personas
que se curaban después de alguna infeccion con la viruela de la vaca, quedaban
protegidas contra la viruela humana. Convencido por sus observaciones, en
mayo de 1796 inoculé a James Phipps, un nifio de ocho afios, con la viruela de
vaca y unos meses después con viruela humana. James Phipps sobrevivié por-
que se habia hecho inmune a la viruela. Jenner envié el articulo con estos da-
tos a la Royal Society para su publicacién, pero se lo rechazaron, por miedo a
que dafiara la reputacién de la Sociedad. La publicacién en 1798 del tratado de
Jenner sobre la vacunacién (de vaccinus, de las vacas), término que sustituyo al
de variolizacidn, hizo que se extendiera el concepto de contagio y se profundi-
zara en el estudio de la respuesta inmune del organismo a sustancias extrafas,
y de este modo tuvo lugar el nacimiento de la Inmunologia como Ciencia. Un
testamento elocuente de la importancia y el progreso de la inmunologia fue el
anuncio en 1980 por la Organizacion Mundial de la Salud de que la viruela ha-
bia sido erradicada del mundo gracias a un programa de vacunacion. Los afios
finales del siglo XIX fueron una época afortunada en los avances cientificos.
Louis Pasteur establecié que las enfermedades especificas no se adquieren es-
pontdneamente, sino que son producidas por organismos especificos y, ademads
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inducen inmunidad. Fue en el siglo XX cuando gracias a los estudios de la te-
oria humoral (Ehrlich, Premio Nobel) y la teorfa celular (Metchnikoff, Premio
Nobel), se establecio la idea de la seleccion clonal. Pero en los tdltimos 30 afios,
gracias a los constantes avances cientificos alcanzados, hemos podido conocer
en términos estructurales y bioquimicos muchos de los fenémenos que aconte-
cen en la respuesta inmune.

Volviendo a la publicacién que hoy presentamos, conviene resaltar que Bio-
quimica y Fisiopatologia del Sistema Inmune es el resultado de una eficaz co-
laboracién, en la que surgieron las materias especificas que componen este vo-
lumen, llegdndose a la eleccién de una serie de temas, cuidadosamente
preparados, que responden a materias de la mayor actualidad: Ontogenia del sis-
tema inmune, Inflamacién e inmunidad innata, NADPH oxidasa fagocitica y en-
fermedad granulomatosa crénica, Inmunologia del trasplante, El sistema inmu-
ne en el envejecimiento, Vacunas heterélogas y Reconstitucién inmune en nifios
infectados por VIH.

Dentro del plantel de autores que intervienen en esta obra, serfa arduo des-
tacar a alguien salvo la ejemplar labor de los coordinadores/editores. No obs-
tante parece razonable una sucinta referencia nominal en neutral y riguroso or-
den alfabético de los autores: Maria Cascales Angosto, Mariano Esteban
Rodriguez, Pedro Garcia Barreno, Ménica De la Fuente del Rey, Enrique G6-
mez de la Concha, Maria Angeles Mufioz Fernindez, Mercedes Pérez Blas y
Agustin Zapata Gonzdlez. A todos ellos quiero expresarles nuestro profundo
agradecimiento por su colaboracion y por haber puesto en esta tarea su esfor-
zado entusiasmo y sus conocimientos de expertos en esta materia de tanta re-
percusion en el campo de la Bioquimica y la Fisiopatologia, que, a pesar de los
avances hasta hoy conseguidos, por su complejidad bioldgica sigue constitu-
yendo un desafio al que nadie puede ni debe sustraerse.

Mayo 2006
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Ontogenia del Sistema Inmune: Papel de los
Morfégenos en la Diferenciacion de los Linfocitos T

AGUSTIN ZAPATA GONZALEZ

RESUMEN

En la primera parte de este trabajo se pasa revista a los principales acon-
tecimientos que marcan la organizacion del sistema inmune durante su des-
arrollo: los principales loci hematopoyéticos, la formacién de los érganos
linfoides primarios —timo y médula 6sea— y de los 6rganos linfoides pe-
riféricos —bazo, ganglios linfaticos y tejido linfoide asociado a las muco-
sas—, resaltdndose los principales mecanismos que gobiernan el proceso asi
como las incdgnitas que quedan por resolver. En la segunda parte se repasa
sucintamente la ontogenia del primordio timico hasta su colonizacién por los
primeros precursores linfoides y el papel que Notch y sus ligandos juegan
en la determinacién del compromiso T y B. Toda la ultima parte
se dedica a revisar el papel que ciertos morfégenos, principalmente Sonic
hedgehog y BMP-4, tienen en la diferenciacion de los linfocitos T. Se trata
de un campo de investigacion nuevo llamado a un rdpido crecimiento en los
proximos afios.

LA HEMATOPOYESIS EMBRIONARIA

Como las restantes células sanguineas, los linfocitos, principales elementos
celulares del sistema inmune, provienen de células progenitoras que durante el
desarrollo embrionario se generan como hemangioblastos, capaces de producir
las células tronco hematopoyéticas y los endotelios de los vasos sanguineos, en
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dos regiones embrionarias distintas. Antes de identificarse tales dreas en el
embridn, el mesodermo ventral ha sido determinado por distintos morfoge-
nos, entre ellos las proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs), moléculas
como Noggin o Chordin u otras pertenecientes a la familia del factor de cre-
cimiento fibroblastico (b FGF), a producir todas las células sanguineas del
organismo.

Las dos regiones hematopoyéticas embrionarias corresponden a los islotes san-
guineos del saco vitelino y a una regién intraembrionaria con potencialidad para
diferenciar la aorta, las génadas y el mesonefros (region AGM) (1, 2). En todos
los vertebrados estudiados se han identificado estas regiones o sus equivalentes.
Por ejemplo, en Xenopus, los islotes sanguineos ventrales son los equivalentes
funcionales del saco vitelino de aves y mamiferos mientras la placa dorsolateral
lo es de la region AGM (3). En el pez cebra, la llamada masa celular intermedia
es el equivalente de los islotes sanguineos del saco vitelino mientras que la region
ventral de la aorta dorsal o la regién anterior de la vena caudal han sido descri-
tos como equivalentes de la region AGM de los vertebrados endotermos (3).

Tras saco vitelino y regiéon AGM, el higado fetal y, finalmente, la médula 6sea
son los otros 6rganos hematopoyéticos que albergan los precursores de las célu-
las sanguineas. Aunque fuera del objetivo de esta revision me gustarfa sefialar al-
gunos de los interrogantes que atin existen acerca de la hematopoyesis embriona-
ria y remitir a los lectores a algunos trabajos donde pueden encontrar informacién
actualizada al respecto (2, 4-7). No estd todavia aclarado, por ejemplo, si saco vi-
telino y region AGM intercambian precursores, ni si las dos regiones contribuyen
a la hematopoyesis definitiva proporcionando progenitores para las células san-
guineas adultas o si solamente la region AGM realiza esta funcion, limitdndose el
saco vitelino a proporcionar las células embrionarias. No sabemos, por tanto, si
cada locus hematopoyético genera in situ sus propios precursores o son gradual-
mente colonizados por algunos existentes en las dreas hematopoyéticas que les
precedieron funcionalmente. Asi, no estd claro si progenitores provenientes del
saco vitelino y/o la regién AGM colonizan el higado fetal o no; como tampoco
ha sido definitivamente demostrado si precursores del higado fetal contribuyen a
la poblacion de células tronco hematopoyéticas de la médula dsea.

LOS PRECURSORES LINFOIDES Y SU DETERMINACION
ALINFOCITOSTYB

Otro problema todavia por dilucidar es la naturaleza de los precursores lin-
foides derivados de las c€lulas tronco hematopoyéticas y los factores que com-

16



ONTOGENIA DEL SISTEMA INMUNE

prometen a estas ultimas con el linaje linfoide y cuales, a su vez, a éste con los
linfocitos T 6 B, u otras células importantes para el funcionamiento del sistema
inmune, como células NK o células dendriticas. Hay numerosisimos trabajos
que se han ocupado de estos extremos a los que, nuevamente remitimos al lec-
tor (1, 2, 8-10). La diferenciacion de los linfocitos B se produce durante el pe-
riodo fetal en el higado fetal y, después, en la médula ésea cuanto €sta se cons-
tituya como el principal 6rgano hematopoiético. Por el contrario, los precursores
provenientes del higado fetal o de la médula ésea deben colonizar el primordio
timico para poder diferenciarse a linfocitos T. De esta forma, médula 6sea y
timo constituyen los érganos linfoides primarios donde los precursores linfoi-
des maduran a linfocitos B 6 T, respectivamente, en ausencia de estimulo anti-
génico. Una vez formados tales linfocitos, junto con otras células importantes
para el funcionamiento del sistema inmune como macréfagos, células dendriti-
cas y células NK, colonizardn los llamados 6rganos linfoides periféricos o se-
cundarios, como bazo, ganglios linféticos y tejido linfoide asociado a las mu-
cosas, principalmente al tracto digestivo, donde los linfocitos culminan su
maduracion y responden a los antigenos. En todos los vertebrados, incluido el
hombre, la organizacion y maduracién de los érganos linfoides periféricos es un
proceso tardio que no consiste exclusivamente en la llegada a ellos de los lin-
focitos sino que incluye un complejo proceso de regionalizacién para subdivi-
dir los 6rganos en zonas de captacion de antigenos, zona de respuesta a ellos,
formacion de centros germinales, etc... En todos estos procesos determinadas
quimiocinas y sus receptores y distintos miembros de la familia del TNF y sus
receptores juegan un papel clave (11).

HEMATOPOIESIS FETAL Y ADULTA: UN HECHO SEMEJANTE,
DOS POTENCIALES DIFERENTES

No quiero dejar de sefalar que, aunque en términos generales, el hecho he-
matopoiético es semejante durante el periodo embrionario y el adulto, el primero
corresponde a una hematopoyesis transitoria (recordemos, por ejemplo, las dife-
rencias entre hemoglobina fetal y adulta, los eritrocitos nucleados fetales y la for-
ma de generacién de los macréfagos independiente de la existencia de monoci-
tos) y el segundo a la hematopoyesis definitiva. También fenotipicamente las
células tronco hematopoyéticas embrionarias y adultas son distintas, estando me-
jor definidas el fenotipo de estas tdltimas que €l de las primeras (1, 2). Ya dentro
de las estirpes linfoides, los precursores de los linfocitos B-1 se genera durante el
periodo embrionario y desaparecen en la vida adulta manteniéndose por prolife-
racion de los precursores remanentes y el potencial de las primeras oleadas de lin-
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focitos T y0 producidos en el timo fetal es mucho mas restringido que el de aque-
llos generados después. Ademads, nosotros y otros autores hemos demostrado la
distinta potencialidad para generar linfocitos T, células dendriticas y células NK
de los precursores linfoides aislados del higado fetal, del timo fetal y del timo ne-
onatal (12). También, demostramos que el ratio CD4: CD8 cambiaba al final del
periodo embrionario dentro del timo de rata, de manera que mientras que en el
timo fetal dicha relacién era menor de 1, como consecuencia de la mayor pro-
duccién de células T CDS8 positivas, tras el nacimiento el ratio alcanzaba valores
de 2, 3 e incluso 6 6 7 segtn la cepa de rata o ratén que se considerara (13).

(Cual es el origen de estas diferentes potencialidades de los precursores lin-
foides fetales y adultos?. Aunque no podemos dar una contestacién definitiva si
podemos afirmar que el microambiente fetal y adulto, donde se lleva a cabo la
diferencia linfoide, son distintos y ello parece ser clave a la hora de explicar los
diferencias encontradas entre la linfopoyesis fetal y la adulta. Por ejemplo, en
el caso del cambio de ratio CD4: CD8 antes comentado, demostramos que la
distinta expresion de ciertas moléculas, que ahora sabemos son clave para la di-
ferenciacion de los linfocitos T, como Notch y sus ligandos, especialmente Jag-
ged-1, eran determinantes en el proceso (13).

EL PAPEL DE NOTCH Y SUS LIGANDOS EN LA DIFERENCIACION
LINFOIDE

Como antes mencionaba son legion los trabajos que se han ocupado de ana-
lizar los factores que determinan la diferenciacién del llamado precursor linfoi-
de comun al linaje de linfocitos T 6 de linfocitos B (8-10). Hace 10 afios nadie
consideraba que Notch y sus ligandos, unas moléculas descubiertas en Droso-
phila e implicadas en la determinacién de numerosos linajes celulares, tuvieran
algin papel en el sistema inmune. Desde que Ellen Robey demostrara en 1996
(14) que Notch podia estar implicada en la diferenciacién de los timocitos DP
(CD4+CD8+) a células SP CD4+CD8 — 6 CD4-CD8+ se han sucedido los tra-
bajos que relacionan estas moléculas con la determinacién no solo de los lina-
jes de células T CD4 y CD8, sino con las de células of3 y 9, linfocitos T co-
laboradores tipo 1 y tipo 2y, sobre todo, con las decisiones del precursor linfoide
comin hacia la produccién de linfocitos T o linfocitos B (ver revisiones en 15-
17). Este dltimo aspecto es al que nos referiremos ahora.

Notch descrito por primera vez, como antes seflalaba, en un mutante de D.
melanogaster, es un receptor de transmembrana perteneciente a una familia de
moléculas filogenéticamente muy conservadas. En Drosophila hay una sola mo-
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lécula de la familia y dos ligandos, Serrate y Delta. En mamiferos hay hasta 4
moléculas de la familia Notch (Notch 1-4) y 5 ligandos: Jagged 1 y 2 (homo-
logos de Serrate) y Delta 1, 3 y 4 (homdlogos de Delta). Las proteinas Notch
se sintetizan como precursores que se cortan durante su transporte a la superfi-
cie celular donde se expresan como heterodimeros. La interaccion de Notch con
sus ligandos libera el dominio citopldsmico de la molécula (Notch —IC) que se
une al factor de transcripcién CSL (denominado en el caso humano CBF-1 y en
ratén RBP-J) que activan los genes blanco de Notch pertenecientes a la familia
Hess (Hairy enhancer of split ) (17).

Dos tipos de experimentos han demostrado el papel jugado por Notch y sus
ligandos en el compromiso T 6 B de los llamados precursores linfoides comu-
nes (16, 17). Aquellos en los que Notch ha sido inactivado o sobre-expresado y
aquellos en los que la induccién de ligandos de Notch en un determinado mi-
croambiente cambian las capacidades de inducir diferenciacion T é B del mis-
mo. En los primeros, la inactivacién de Notch conduce a un bloqueo de la di-
ferenciacion intratimica de células T en un estadio muy temprano (células
CD3-CD4-CD8-CD44+ CD25-) y a la acumulacién de linfocitos B en el timo.
En esta misma linea de investigacién, la sobre-expresion de Notch constitutiva-
mente activo en los precursores linfoides determina su diferenciacion a células
T dentro de la médula 6sea hasta el estadio de timocitos DP (CD3+CD4+CD8+)
y al bloqueo de la diferenciacién B. Por otro lado, cuando progenitores linfoi-
des de higado fetal son cultivados en una linea de estroma de médula 6sea se
generan exclusivamente linfocitos B pero si se induce en ella la expresion del
ligando de Notch, Delta-like 1, se producen células T.

Otras evidencias indirectas confirman el papel de Notch en la determinacién
de los linajes linfoides. Por ejemplo, la activacion de la via de sefalizacidn de
Notch en células T activa los genes Hes 1, Hes 5, Deltex-1 (un activador de
Notch) y el propio Notchl. El gen de la cadena pTo del receptor preTCR ex-
presado en timocitos DN (CD3-CD4-CDS8-) es un posible blanco de la sefiali-
zacion via Notch y la activacion de los factores de transcripcion Hes 1 y Hes 5
bloquean el desarrollo de linfocitos B. Por el contrario, ratones deficientes en
Hes 1 muestran una alteracion parcial del desarrollo T.

Podemos concluir, aunque presumiblemente es una sobre simplificacion de
una realidad mds compleja, que el microambiente timico expresa ligandos Notch
que envian sefiales a los precursores linfoides que, asi, se comprometen con el
linaje T y pierden la capacidad para generar linfocitos B. En la médula ésea la
ausencia de tales sefales, o su bloqueo, determina la diferenciacién de los pre-
cursores linfoides al linaje B.

19



AGUSTIN ZAPATA GONZALEZ

EL TIMO, UN MOSAICO DE INTERACCIONES ENTRE DISTINTAS
CAPAS EMBRIONARIAS

Como ya hemos sefialado en varias ocasiones de esta revision, y volveremos
a repetir, el microambiente de los drganos linfoides juega un papel capital en la
funcionalidad linfoide. El caso del timo es particularmente relevante en este sen-
tido pues desde hace muchos afios el papel del epitelio timico en la diferencia-
cién de los linfocitos T es conocido pero solo muy recientemente se ha presta-
do atencién a la ontogenia del primordio epitelial timico y a los mecanismos
reguladores de su diferenciacion (ver revisiones 18-22).

El primordio timico proviene, junto con el paratiroides, de una progresion
lateral del endodermo de la tercera bolsa faringea bajo la influencia del meso-
dermo de la cresta neural. Dos hipétesis tratan de explicar el origen del epite-
lio timico. Segin una de ellas el primordio epitelial timico consta solo de teji-
do endodérmico rodeado de fibroblastos mesodérmicos que constituyen la
capsula del 6rgano a cuyo través llegardn, durante la ontogenia, los precursores
linfoides a colonizar el primordio epitelial. La otra hipétesis sostiene que solo
la parte central del 6rgano tiene origen endodérmico mientras que por debajo de
la cépsula conectiva y rodeando esa zona central hay una capa de epitelio ecto-
dérmico derivada de la hendidura branquial. De acuerdo con este ultimo mode-
lo, basado principalmente en evidencias morfoldgicas, el epitelio cortical deri-
va de células ectodérmicas mientras que el medular es de origen endodérmico.
Otros estudios apoyan, por el contrario, un modelo unitario en el que todo el
epitelio timico tiene un origen comun. Esta hipdtesis ha sido confirmada re-
cientemente (22), comprobdndose que, aunque efectivamente el endodermo de
la tercera bolsa faringea y el ectodermo de la hendidura branquial correspon-
diente interaccionan entre los dias 10,5 y 11,5 del desarrollo embrionario muri-
no, posteriormente se separan muriendo las células de la regién de contacto, de
tal forma que el primordio epitelial timico finalmente proviene exclusivamente
del endodermo faringeo. Asi, endodermo de la tercera y cuarta bolsa faringea
de un embrién de 8,5-9 dias injertado bajo la cdpsula renal de un ratén nudo es
capaz de producir un timo funcional organizado histolégicamente en corteza y
médula.

Por otra parte, la existencia de un progenitor epitelial comin al epitelio cor-
tical y al epitelio medular se habia demostrado indirectamente en timomas que
eran capaces de generar células epiteliales tanto corticales como medulares.
Estudios posteriores en los que se comprobd la importancia del gen Foxnl
(Forkhead box nl) para la maduracién del epitelio timico (ver luego) demos-

20



ONTOGENIA DEL SISTEMA INMUNE

traban que el precursor epitelial expresaba conjuntamente los marcadores
MTS20 y MTS24. también la expresion de distintos subtipos de citoqueratinas
ha servido para caracterizar esta poblacién. Mientras que las c€lulas epiteliales
corticales expresan la citoqueratina K8, pero no la K5, las medulares hacen lo
contrario (K8-K5+) y los progenitores epiteliales que se expresan en el primor-
dio timico temprano o se acumulan en ratones con bloqueo de la diferenciacién
linfoide expresan los dos tipos de citoqueratinas.

También conocemos, al menos parcialmente, los genes implicados en la or-
ganizacién del primordio timico murino (22). En la formacién de las bolsas fa-
ringeas intervienen Pax 1, Pax 9 y FGF 8. Mds concretamente, Hoxa 3 es nece-
sario para la generacion de la tercera bolsa faringea implicada en la organizacion
del primordio timico, activado a través de la cascada de los genes Hox1, Pax-
Eya-Six. A los 11 dias de desarrollo embrionario comienza la formacién del es-
bozo timico. La cascada Hox-Pax-Eya-Six es necesaria para la participacion del
endodermo mientras Hoxa 3 y Eya 1 aportan el mesodermo proveniente de las
crestas neurales. Entre los dias 11.5 y 12.5 de desarrollo se produce el creci-
miento y regionalizacion del primordio marcdndose los territorios correspon-
dientes al timo y al paratiroides. Dos nuevos genes: Gem2 (glial cells missing
homolog 2) y Foxnl, ya mencionado, intervienen en el proceso. En este estu-
dio, los primeros precursores linfoides comienzan a colonizar el primordio ti-
mico a través de la cdpsula. Un dia después, el primordio timico se separa de-
finitivamente de la faringe y migra independizdndose también de la paratiroides,
posiblemente bajo la influencia de las células de la cresta neural. Pax 9 es ne-
cesario para la separacion de la faringe; Hoxa 3 podria controlar la migracién
del primordio y Gecm 2 regula la separacion de timo y paratiroides. A partir del
dia 12 Foxn 1 se convierte en un gen clave para la diferenciacién y diversifi-
cacion de las células epiteliales en un proceso independiente de la presencia o
no de timocitos, donde también podria estar implicado Wnt-1.

MORFOGENOS Y SISTEMA INMUNE

Si antes menciondbamos que hace 9 ¢ 10 afios no habia ningtin dato acerca
del posible papel de Notch y sus ligandos en el sistema inmune, hace sélo 4
aflos que comenzd a estudiarse la relacién de ciertos morfégenos con el mismo
y, en particular, con la diferenciacion de los linfocitos T, objeto principal de esta
revision. Nuestro grupo en esa época habia comenzado una nueva linea de in-
vestigacion en la que emprendimos el andlisis del papel de ciertas moléculas,
conocidas por ser claves en la organogénesis de otros sistemas, en el desarrollo
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de los drganos linfoides, y de los linfocitos. Las moléculas elegidas fueron Notch
y sus ligandos, a las cuales ya nos hemos referido, Ephs y Ephrinas, y ciertos
morfégenos, principalmente Sonic Hedgehog y BMP 2/4.

Los morfégenos son moléculas secretadas que transmiten sefiales a sus cé-
lulas blanco dependiendo de su concentracion. Los morfégenos generan gra-
dientes de concentracién que resultan en patrones de respuesta. En Drosophila
se definieron 3 moléculas: hh (Hedgehog) wg (wingless) y dpp (decapentaple-
gic) como morfégenos durante el desarrollo, cuyo ortélogos en vertebrados, la
familia Hh, la familia Wnt y las proteinas morfogenéticas del hueso BMP 2 y
4 también actian como morfégenos durante la embriogénesis y la organogéne-
sis (23, 24). Hace unos 5 afios en colaboracion con el grupo que dirige Tessa
Crompton en el Imperial College de Londres comenzamos a estudiar el papel
de Hedgehog y, luego, de las BMP 2/4 en la diferenciacién T murina y huma-
na. Los resultados obtenidos se resumen a continuacion.

Papel de Sonic Hedgehod y sus ligandos en la diferenciacion
de las células T murinas y humanas

La familia Hedgehod es una familia de morfégenos fuertemente conservada
descubierta en Drosophila donde existe un tnico gen implicado en la polaridad
de los segmentos de la pupa (15). En vertebrados hay 3 homélogos denomina-
dos: Indian, Desert y Sonic.

Sonic Hedgehod (Shh) se sintetiza como un precursor de 45 Kd que sufre
autoproteolisis dando lugar a dos fragmentos: uno de 20 Kd, implicado en la se-
nalizacion, que incluye la regién del amino terminal, y otro de 25 Kd, respon-
sable del autoprocesamiento de la molécula, que contiene la regién del carbo-
xilo terminal. El extremo amino terminal puede palmitolarse para permanecer
asociado a la membrana de la célula productora e interaccionar solamente con
las células proximas.

Shh se une a un receptor heterodimérico formado por 2 proteinas de trans-
membrana llamadas patched (de la que existen dos isoformas Ptcl y Ptc2) y
smoothened (Smo). En ausencia de ligandos Hh, Ptc reprime Smo pero la unién
de Hh a Ptc libera del complejo a Smo que inicia la cascada de sefializacién in-
tracelular que culmina con la activacién de 3 factores de transcripcion de la fa-
milia Zn-finger, llamados Gli-1, Gli-2 y Gli-3 (15).

Antes de describir los datos existentes sobre la expresion y funcién de Shh
y su receptor en el timo sefialaremos otros elementos del sistema inmune en los
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que estas moléculas podrian jugar un papel. Por ejemplo, tanto Shh como
Ptc/Smo y los factores de transcripcion Gli, 1,2 y 3 se expresan en células tron-
co hematopoiéticas aisladas de sangre periférica humana y de la médula 6sea.
Ademads Shh, Ptc y Smo se expresan tanto en precursores mieloides como lin-
foides (25). Desde el punto de vista funcional, estos mismos autores demostra-
ron que Shh aumenta la proliferacion pero no la diferenciacion de las células
tronco hematopoiéticas, en un proceso mediado a través de otro morfégeno
BMP4. De hecho, en presencia de un anticuerpo anti Shh se inhibe la prolife-
racién de las células tronco hematopoiéticas inducida por citocinas (25).

Por otro lado, Shh y Ptc se expresan en células T colaboradoras (CD4+) «res-
ting» y activadas murinas y humanas, asi como en macréfagos, células T cito-
toxicas (CD8+) humanas y en dérganos linfoides periféricos (26-28).

Los primeros datos sobre el papel de Shh en la diferenciacion T se obtuvieron en
el 2000 (29) cuando se demostrd la expresion diferencial de Shh en el epitelio timi-
co de raton, mientras Ptc lo hacia en timocitos DN (CD4-CDS-), DP (CD4+CD8+)
y SP (CD4-CD8+) y Smo solamente en células DN capaces de dar exclusivamente
linfocitos T -células DN2 (CD4-CD8-CD44+CD25+), pero no en las mas primitivas
de este compartimento -células DN1 (CD4-CD8-CD44+CD25-).

Ademads, como ya hemos descrito para las células tronco hematopoiéticas, la
adiccion de Shh a cultivos orgédnicos de l6bulos timicos fetales inhibia la dife-
renciacion de las células DN, bloqueédndola en el estadio de células DN CD 25+
antes de iniciar las reordenaciones del locus TcRp. Por el contrario, el trata-
miento de tales cultivos con un anticuerpo anti Shh estimulaba la diferenciacién
de los timocitos DN a DP (CD4+CD8+). Aparentemente, por tanto, Shh man-
tiene las células en el estadio DN. De hecho, el tratamiento de timocitos DN
provenientes de ratones knockout (KO) para Rag 1 con un anticuerpo anti la ca-
dena € de CD3, que permite diferenciar las células DN a DP atin en ausencia
de reordenaciones en el locus TcRp, regula negativamente la expresién de Smo,
sugiriendo que es necesario un bloqueo de la sefnalizacién inducida por Shh a
través de la subunidad Smo de su receptor para que las células DN puedan di-
ferenciarse al estadio DP (29).

Con posterioridad se demostraria que los efectos de Shh sobre la diferencia-
cién de los timocitos DN eran dependientes de la dosis, confirmando su condi-
cién de morfégeno antes mencionada. Asi, el tratamiento de cultivos orgdnicos
de 16bulos timicos fetales con una dosis de 0,5 mg/ml durante 7 dias bloquea-
ba la diferenciacion de las células DN, pero, por el contrario, una concentracién
10.000 veces menor (0,0005 mg/ml) promovia su diferenciacién (30).
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Este papel de Shh en la diferenciacion in vitro de timocitos ha sido recien-
temente confirmada in vivo analizando el fenotipo de ratones knockout para Shh
(30). Dichos ratones muestran una enorme reduccion del nimero de células, con
acumulacion de timocitos DN1 (CD44+CD25-) mas que DN2 (CD44+CD25+)
como cabria esperar a tenor de que la expresion de Smo es mixima en este ul-
timo compartimento DN. Estos mismos autores confirmaron que el defecto en
la diferenciacién de los progenitores T era consecuencia de la falta de Shh en
el epitelio timico, y no un problema de migracion de tales progenitores al pri-
mordio timico, ya que ratones wild type (Shh+/+) irradiados y reconstituidos
con progenitores de higado fetal de ratones KO (Shh -/-) producian timocitos
normalmente (30).

Estos resultados han sido confirmados y ampliados en timo humano (31, 32).
Como en ratén, Sonic (Shh), Desert (Dhh) e Indian Hedgegoh (Ihh) se expre-
san exclusivamente en el epitelio timico, Shh en el epitelio subcapsular y me-
dular mientras IThh y Dhh aparecen por toda la red epitelial timica concentrdn-
dose, a veces, en células aisladas que forman grupos. Mediante RT-PCR Ptc 1
y Smo se detectaron en todas las subpoblaciones de timocitos y en células epi-
teliales, mientras Ptc 2 se expresaba en estas tultimas y en los primeros estadios
de desarrollo T, CD34 positivos; por citometria de flujo se confirmé la expre-
sion de Ptcl: mas del 85% de los timocitos totales y todos los subsets de timo-
citos expresaban Ptcl pero solo una tercera parte de los timocitos totales ex-
presaban Smo, particularmente los estadios de células DN y DP. Un 88% de las
células CD34 + expresaban Ptc y solo un 27% Smo. Ademds, como en ratones,
los progenitores intratimicos mas tempranos con capacidad para diferenciar no
solo a linfocitos T sino también a células dendriticas y células NK eran CD34+
Smo-, mientras que aquellos exclusivamente comprometidos con el linaje T eran
CD34+ Smo+ (32). También como en el timo de raton, los factores de trans-
cripcién Gli-1, Gli-2 y Gli-3, implicados en la sefalizacién de Shh, se expresan
en el timo humano en concreto en los primeros estadios del desarrollo T, CD34+
y CD8+, y en las células epiteliales. Finalmente algunas proteinas que regulan
positivamente la sefializaciéon Shh como Hip (Hh-interacting protein) y Gas-1
(growth-arrest-specific gene 1) también se expresan tanto en los timocitos como
en el epitelio timico humano (31).

Respecto del papel de Shh en la diferenciacion de los progenitores humanos
CD34+, el morfégeno aumenta su viabilidad, en correlacién con un aumento de
la expresion de moléculas de supervivencia como bcl-2 y un descenso de la de
Bax implicada en muerte celular, pero no su proliferacién en cultivos en sus-
pensién. Ademads, Shh bloquea la diferenciacion de células CD34+ tanto en re-
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agregados con células epiteliales timicas como tras reconstitucién de l6bulos fe-
tales timicos de ratones SCID (32). En este ultimo tipo de ensayos, la adicién
de Shh a cultivos tratados con IL7, un factor conocido por estimular la prolife-
racién de los precursores linfodes, bloqueaba este efecto estimulador disminu-
yendo la expresion de la cadena o del receptor de IL7 y del receptor de la qui-
mocina SDF-1, CXCR4, asi como la fosforilacién del factor de transcripcion
STAT-5 mediada por IL7 (32). Todos estos resultados afadian, por tanto, un as-
pecto capital a los estudios realizados en raton al demostrar que, al menos al-
gunos, de los efectos de Shh sobre los precursores linfoides estaban mediados
por el bloqueo de los efectos de IL7 y SDF-1.

Papel de BMP 2/4 y Noggin en los efectos de Shh sobre
la diferenciacion linfoide

Como antes indicdbamos en el caso de las células tronco hematopoiéticas los
efectos de la Shh podrian, al menos en parte, estar mediados por otros morfo-
genos, principalmente BMP 2/4. En este sentido, investigamos tanto la expre-
sion de estas proteinas y de sus receptores en el timo murino y humano como
sus efectos en la diferenciacion de los progenitores intratimicos.

Las llamadas proteinas morfogenéticas del hueso (BMP) son morfégenos per-
tenecientes a la familia del TGF B. Las BMP 2 y 4 estdn muy conservadas y
son ortélogas de la proteina dpp de Drosophila. Aunque tienen distintos patrones
de expresion y funciones no solapantes durante el desarrollo comparten rutas de
sefializacion a través de dos tipos de receptores protein-tirosin-quinasas deno-
minadas BMPR-I (IA 6 IB) y BMPR-II (33). La activacién de estos receptores
induce la fosforilacién de las llamadas R-Smads (Smad 1, 5, 8), que una vez
fosforiladas reclutan el mediador Co-Smad (Smad 4) y ambos se trasladan al
nicleo donde el heterodimero R-Smad y Co-Smad interaccionan con el ADN vy,
finalmente, activan o reprimen los genes blanco. Esta ruta de sefializacion se re-
gula via otros morfégenos como Noggin, Chordin o Twisted gastrulation (Tsg).
Los dos primeros se unen a BMP 2/4 e impiden su unién a los receptores, mien-
tras que Tsg se une también directamente a BMP 4 y, ademads, corta chordin au-
mentando su afinidad por BMP 4.

Las evidencias acerca de un papel de todas estas moléculas en la diferen-
ciacién T son cada vez mas concluyentes. BMP 2 y BMP 4 se expresan en las
células epiteliales timicas tanto de ratén (34, 35) como de humanos (T. Cejalvo,
en preparacion). Igualmente BMPR I-A, BMPR I-B, BMPR II, R-Smads y
Co-Smads se expresan en timocitos y células epiteliales timicas (35-38). En el
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caso humano aproximadamente la mitad de los progenitores CD34+, particu-
larmente aquellos comprometidos con el linaje T CD34+CDI1+, expresan el
BMPR I-B y una cuarta parte los BMPR I-A y BMPR II (T. Cejalvo, en pre-
paracion).

Ademds, Chordin se expresa en el epitelio timico y Tsg tanto en el epitelio
como en los timocitos de ratén (34, 35). Por otra parte, la transcripcion de Tsg
se regula positivamente tras la sefializacion a través del pre-TcR y del TcR (34).
Finalmente, Schnurri-2, un factor de transcripcion relacionado con Smad es ne-
cesario para la seleccion positiva (39). La conclusion de todos estos tltimos re-
sultados es que, presumiblemente, para que los timocitos diferencien de DN
(CD4-CD8-) a DP (CD4+CD8+) y de DP a SP (CD4+CD8-; CD4-CD8+) ne-
cesitan una reduccion en la sefial mediada por BMP 2/4.

Algunos resultados recientes apoyan esta hipdtesis. En raton, el tratamiento
de cultivos orgdnicos de 16bulos timicos fetales con BMP-4 disminuye la pro-
liferacion y la diferenciacion de los timocitos DN (CD4-CDS-) (34, 35). El pro-
ceso es, como en el caso de Shh, independiente de la reordenacion del locus
TcR B, puesto que hay diferenciacion en l6bulos provenientes de ratones Rag 1
-/- tratados con un anticuerpo anti-CD3¢e. Ademds, los efectos de BMP-4 son
dosis dependientes y se bloquean con BMPR I-A soluble, chordin o noggin. De
hecho, cultivos orgdnicos tratados con Noggin estimulan la diferenciacién de
DN (CD4-CD8-) a DN 4 (CD44-CD25-) y a DP (CD4+CD8+), pero no cuan-
do los cultivos se establecen a partir de 16bulos timicos de ratones Rag 1 -/- o
dobles KO para TcR B y TcR 9, lo que sugiere que la neutralizacion de la se-
nalizacion a través de BMP 2/4 no es suficiente para obviar la sefial del pre-
TcR y que estas moléculas, como ya demostramos en el caso de Shh, deben
afectar otras sefiales necesarias para la maduracién de los timocitos DN.

Algunos resultados obtenidos con progenitores timicos humanos aclaran esta
situacion (T. Cejalvo en preparacion). El tratamiento con BMP 4 de cultivos or-
gdnicos de 16bulos timicos de ratones SCID reconstituidos con células CD34 +
disminuye la proliferacion de los progenitores humanos sin afectar su supervi-
vencia y bloquea su diferenciacion. Ademads, la proliferacién de suspensiones de
células CD34+ mediada por IL 7 disminuye significativamente en presencia de
BMP-4 6 Shh, pero el efecto de este dltimo es bloqueado por Noggin.

En conclusién, probablemente Shh y, especialmente, BMP 2/4 afectan los
efectos de IL7/IL 7R sobre las células DN. Ademds, presumiblemente, el efec-
to de Shh sobre la supervivencia de CD 34+ humanas es directo mientras que
aquel sobre la proliferaciéon mediada por IL 7 se realiza a través de BMP 4.
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En los préximos afios habra de establecerse el papel de los otros miembros
la familia Hh en este sistema, Indian y Desert y deberd profundizarse en las

relacciones entre morfégenos y Notch, pre TcR, IL 7/IL 7R y SDF-1/CXCR4.
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Inflamacion e inmunidad innata

PEDRO GARCIA BARRENO

La inflamacién es la respuesta del sistema inmunoldgico de un organismo,
al dafio causado a sus células y tejidos vascularizados por patégenos bacteria-
nos y por cualquier otro agresor de naturaleza bioldgica, quimica, fisica o me-
cénica. Aunque dolorosa, la inflamacién es, normalmente, una respuesta repa-
radora. En ocasiones, transcurre hacia una situacion crénica que suele dar lugar
a una enfermedad degenerativa como artritis, arteriosclerosis o, incluso, cincer.
Aunque suele acompafiarse de una respuesta generalizada — «respuesta de fase
aguda» — caracterizada por sensacién de malestar, fiebre y leucocitosis pasaje-
ras, en ocasiones la inflamacion aguda local provoca una reaccion orgénica ge-
neralizada — «sindrome de respuesta inflamatoria sistémica» — que, en una se-
cuencia de reacciones a modo de espiral sin control — «inflamacién maligna» —,
conduce al fracaso funcional de los diferentes drganos y sistemas — «fracaso
multiorganico» — vy, tras ello, a la muerte del individuo '.

I. BOSQUEJO HISTORICO

Para comprender la respuesta inflamatoria, tal como hoy se entiende, es opor-
tuno repasar las raices de nuestro conocimiento sobre tal fenémeno. La pers-
pectiva histdrica indica que el progreso cientifico no es continuo, y que la cien-
cia estd influida por la personalidad de quienes la hacen avanzar. La historia de
la investigacion sobre la inflamacién se extiende mds alld de dos mil afios; de
ellos, doscientos de investigacion en el contexto celular y, los veinte dltimos, en
el entorno molecular *.

Los signos y sintomas inflamatorios se conocen desde antiguo. Los egipcios
describieron abcesos y tlceras, y el Codigo de Hammurabi contiene instrucciones
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para tratar abcesos oculares °. Sin embargo, fue el médico griego Hipdcrates de
Cos * quién introdujo las palabras edema y erisipela para describir la inflamacién.
Hipdécrates considerd la inflamacion como el inicio de un proceso de resolucion
o de curacién. La primera descripcion comprensiva de la inflamacién se encuen-
tra en los escritos de Aulo Celso °, que no fue médico ni cientifico. En su De Me-
dicina introdujo los que se consideran sintomas cardinales de la inflamacion: ru-
bor, tumor, calor y dolor. Galeno de Pérgamo °© afiadié un quinto signo: functio
laesa. Galeno, que introdujo el concepto de los cuatro humores vitales (sanguis,
pituita, chole y melaine chole), considero la inflamacién como un desajuste en la
relacion de esos humores . No considerd que el pus fuera perjudicial (pus lau-
dable), aunque debia facilitarse su evacuacion mediante puncion. Galeno advirtié
del efecto perjudicial del frio sobre un edema inflamatorio, porque el frio torna-
ba la lividez del tejido en una scirros (cicatriz patoldgica). Pens6 que la sangre
percolaba a través de las paredes de las arterias hacia el tejido.

Con todo, la investigacion del proceso inflamatorio no comenzé hasta la
invencion del microscopio compuesto por el cientifico holandés Zacharias
Janssen, alrededor del afio 1595. Antoni van Leeuwenhoek construyd, en el
afo 1719, el primer microscopio con la suficiente resolucién 6ptica para ob-
servar hematies individuales moviéndose a través de los pequefios vasos san-
guineos, aunque los leucocitos no fueron objeto de su interés (Figura 1). El
médico Hermann Boerhaave (1668-1738) utiliz6 el microscopio para observar
vasos sanguineos en tejidos inflamados; concluyé que los vasos sanguineos
mds pequefios eran demasiado angostos para facilitar el flujo de sangre en el
area inflamada, con lo se generaba calor debido a la friccién. Un discipulo de
Boerhave, Hieronymus D. Gaubius (1705-1780), encontré que la inflamacién
promovia las condiciones para que coagulara la sangre, y en 1796 aparecié la
obra “Treatise of the blood, inflammation, and gun-shot wounds” del inglés
John Hunter (1728-1793).

La primera descripcion de las células inflamatorias se debe a Rene Dutro-
chet quién sefiald, en el afio 1824 ®, que corptsculos sanguineos individuales
podian escapar a través de la pared de los vasos y moverse con lentitud en la
porcién clara (de la preparacion), donde la velocidad de movimiento era muy
lenta; ello en marcado contraste con el torrente sanguineo del que procedia la
célula. Especul6 sobre la naturaleza de la trasmigracion de los leucocitos, y su-
girié que las paredes de los vasos presentaban orificios que permitian a los ele-
mentos formes de la sangre entrar en los tejidos. Rudolf Wagner (1805-64) tie-
ne la primicia de la descripcién, en el afio 1839 °, del rodamiento leucocitario:
«En el espacio claro y brillante entre el torrente sanguineo y la pared del vaso,
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Ficura 1 (A). El cientifico holandés Zacharias Janssen (1580-1638) fue, probablemente, el
primero en inventar el microscopio compuesto (con dos lentes), hacia el aiio 1595. Puesto que
Zacharias era muy joven en aquella época, es posible que su padre, Hans Lippershey, fabricase
el primero, pero Zach joven asumio el control la produccion. Los primeros microscopios
compuestos producidos por los Janssen eran simplemente un tubo de 45 cm. de largo y 5 cm. de
didmetro con una lente convexa en cada extremo. El aumento proporcionado por esos aparatos
era de x 3-9, dependiendo del tamaiio de la abertura del diafragma. (B) Antoni van Leeuwenhoek
(1632-1723) carecio casi por completo de formacion cientifica. Recibio formacion en Amsterdam
como tratante de paiios; sin embargo, su enorme curiosidad le llevo a una sélida autoformacion.
Mientras trabajaba como comerciante y ayudante de camara de los alguaciles de Delft construyo,
para la observacion de la calidad de las telas, lupas de mejor calidad que las que se podian
conseguir en ese momento; ello, tras aprender por su cuenta soplado y pulido de vidrio. Desarrollo
mecanismos de fijacion para pequeiias lentes biconvexas montadas sobre platinas de laton, que se
sostenian muy cerca del ojo, y también construcciones similares a microscopios en las que se
podian fijar la lente y el objeto a observar. Con ellos podia examinar objetos, que montaba sobre
la cabeza de un alfiler, amplidndolos hasta trescientas veces (potencia que excedia con mucho la
de los primeros microscopios de lentes miiltiples). Con su microscopio artesanal observo fibras
musculares y la circulacion de la sangre en los capilares.
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Ficura 2. Rodamiento leucocitario en vénulas del batracio Rana temporaria, reproducido de Icones
Physiologicae, por Rudolf Wagner (1839, tabla 14), y tomado de Klaus Ley (2001; pag. 3, fig. 1.1.).
Izquierda (x 350): tronco venoso (a) cercano a la superficie de la epidermis, inmerso en un mosaico
de células planas hexagonales (b). Los corptisculos sanguineos muestras formas diversas debido al
plano de la observacion. En el espacio brillante entre el flujo de sangre y la pared del vaso se
visualizan linfocitos que aparecen como redondas, refringentes. Derecha: esquema de la situacion
en una bifurcacién vascular en el mismo tejido; (a) leucocitos; (b) eritrocitos. La direccion del flujo
se indica mediante flechas.

que estd rodeada por varias fibras paralelas, puede observarse como los leuco-
citos se mueven lentamente» (Figura 2). Esta observacion fue confirmada por
Rudolf L. C. Virchow (1821-1902) quién, en el afio 1871 '°, hizo notar que los
leucocitos rodantes podian adherirse transitoriamente a la pared del vaso y, en
ocasiones, reentrar en el torrente circulatorio. Observo la trasmigracion leuco-
citaria, pero atribuy6 un papel nutritivo mas que una funcién inflamatoria a este
fenomeno. Observaciones similares fueron hechas por William Addison (1802-
1881) y por Augustus Volney Waller (1814-1870), quienes ofrecieron, en la dé-
cada de los afios 1840, una clara descripcion de la trasmigracion de los leuco-
citos y de la diapédesis de los eritrocitos en la inflamacién secundaria a
traumatismos, y descubrieron que el pus estaba formado por leucocitos .

Avanzado el siglo XIX, las contribuciones mds importantes a la investigacion
de la inflamacion fueron realizadas por Ilya I. Metchnikoff y por Julius Cohn-
heim. El primero sefial6 que «la acumulacion de células en la vecindad de la le-
si6n constituye una clase de defensa natural para el organismo» '*; y Conheim dio,
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en el afio 1877, una detallada descripcion de la cascada leucocitaria, incluida la
trasmigracién: «Primero, en una vena con marginacion tipica de las células blan-
cas, uno ve un borde punteado en la pared externa del vaso. Estas se mueven mds
alld, hacia el exterior del vaso al que se conectan mediante un fino tallo. Final-
mente, este tallo se desvanece y, ahora, la célula blanca aparece como un cor-
pusculo brillante apenas coloreado, contrictil, situado completamente fuera del
vaso» . Max J. S. Schultze (1825-74) fue el primero en percatarse de que los
leucocitos no eran una clase homogénea de células "*. Metchnikoff ampli6 tales
observaciones y defini6 los linfocitos, los monocitos-macréfagos y los granuloci-
tos; distinguié los neutréfilos de los eosindfilos, y reconocié que las células plas-
maticas y los mastocitos eran c€lulas inflamatorias. Metchnikoff escribié que «el
elemento esencial y primario en la inflamacién tipica consiste en una reaccion de
los fagotitos contra el agente lesivo». Por su innovador trabajo, Metchnikoff, el
fundador de la teoria celular de la inflamacién, compartié el Premio Nobel de Fi-
siologia 0 Medicina 1908 («por sus trabajos sobre inmunidad») con Paul Ehrlich
(Figura 3), quién habia trabajado sobre el sistema del complemento sérico y los
anticuerpos y a quién se atribuye la fundacion de la escuela humoral de la inmu-
nidad. Con tales desarrollos, los conceptos de activacion endotelial, adhesién leu-
cocitica, actividad fagocitica e inmunidad, habfan sido introducidos.

Luego llegaron los modelos in vivo encabezados, en el afio 1903 °, por el de
Nicolas Maurice Arthus (1862-1945) mediante la inyeccién intradérmica de anti-
genos (reaccion de Arthus). Eliot R. Clark y Eleanor Linton Clark desarrollaron,
en el afio 1935 ', una cdmara que visualizaba la adhesion y trasmigracién de los
leucocitos in vivo (Figura 4). Henry H. Dale (Figura 5), quién habia trabajado
en transmision sindptica, reconocié (1929) la implicaciéon de mediadores quimi-
cos en el proceso inflamatorio, identificando el primero de ellos: 1a histamina; des-
cubrimiento al que siguieron los de la serotonina y la bradiquinina. Dale com-
parti6 con Otto Loewi el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 1936 «por sus
descubrimientos relativos a la transmision quimica de los impulsos nerviosos».

Con todo, Urtubey " titulaba una conferencia desarrollada en Valencia, en 1937,
Concepto filosdfico de la inflamacion: «He insistido en el término “filosofia” por-
que, precisamente en una ciencia tan de observacién como la Patologia, apenas hay
otro problema inquietante de esta indole que el que se refiere a la inflamacion».
Por otra parte, Heilmeyer y Kihler '® escriben: «Para el médico, es de importancia
fundamental el problema de la significacién bioldgica de la inflamacién. La res-
puesta que se dé a esta cuestioén influird decisivamente en su conducta junto a la
cabecera del enfermo. Antafio, la consideracion teleoldgica de la inflamacion, en
el sentido de que ésta constituiria un proceso conveniente para el organismo, do-
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FiGura 3. (A) René Dutrochet (1776-1847), tras estudiar medicina en Paris, trabajo como jefe
clinico en el Hospital de Burgos. Luego regreso a Francia donde se volco en el estudio de las
ciencias naturales. Sus principales contribuciones fueron en el campo de la embriologia. (B)
Julius Cohnheim (1839-1884), nacido en la Pomerania, llevé a cabo su trabajo en el instituo
de Virchow en la Universidad de Berlin y, luego, en las Universidades de Kiel y de Leipzig. (C)
Ilya Ilyich Mechnikoff (1845-1916), nacido en Rusia, desarrollo su trabajo en el Instituto Pasteur
de Paris. (D) Paul Ehrlich (1854-1915), alemdn, desarrollo sus investigaciones en la Universidad
de Goettinger y en el Real Instituto de Terapéutica Experimental de Frankfurt-on-the-Main.
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Ficura 4. Cdmara transparente que permite el estudio del comportamiento

celular y vascular in vivo.

minaba por completo el planteamiento del problema». Biichner , en 1950, habia
sefialado: «Asi, pues, lo 16gico y necesario es hablar no de finalidad sino de sig-
nificacion bioldgica de la inflamacién. El fendmeno, peculiar de la materia viva,

de lo que en ella sucede por necesidad, es decir, con ca-
racter forzoso, con mucha frecuencia es al mismo tiem-
po lo méds conveniente desde el punto de vista bioldgi-
co, se pone de manifiesto precisamente en el proceso
inflamatorio. El estimulo flogégeno perturba el equili-
brio del organismo, pero la reaccion de éste logra resta-
blecer por lo regular el equilibrio perturbado». Y Lewis
Thomas * ha sugerido que «quiz4 la reaccién inflama-
toria deba ser considerada como una defensa del indivi-
duo contra el resto de la naturaleza, simbolizando su in-
dividualidad y anunciando su existencia como entidad».
Como resumen de la situacién, hace apenas veinte afios,
valga lo escrito por Weissmann en 1974 *': «Cualquier
descripcidn o teoria general de la “inflamacion” es pro-
bablemente tan prematuro como una teoria general del
comportamiento».

FiGura 5. Henry Hallett
Dale (1875-1968), nacido
en Inglaterra, desarrollo su
trabajo en el National Insti-
tute for Medical Research,
en Londres.
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-

Ficura 6. (A) Sune K. Bergstrom (1916-2004), nacido en Suecia, desarroll6 su trabajo en el
Karolinska Institutet, en Estocolmo. (B) Bengt 1. Samuelson (n.1934) nacido en Suecia, desarrollé
su trabajo en el Karolinska Institutet, en Estocolmo. (C) John R. Vane(1927-2004), nacido en
Inglaterra, desarroll$ su trabajo en The Wellcome Research Laboratorios, en Beckenham.

La serie de mediadores inflamatorios culminé con el estudio de las prostaglandi-
nas (el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 1982 fue compartido por Sune K.
Bergstrom, Bengt 1. Samuelson y John R. Vane por «sus descubrimientos referentes
a las prostaglandinas y sustancias relacionadas bioldgicamente activas» (Figura 6), y,
luego, del 6xido nitrico (Robert Furchgott, Louis Ignarro y Ferid Murad (Figura 7)

Ficura 7. (A) Robert Furchgott (n. 1916), nacido en EE. UU., desarrollo su trabajo en el Suny

Health Science Center, en Brooklyn. (B) Louis J. Ignarro (n. 1941), nacido en EE. UU., desarroll6

su trabajo en la University of California School of Medicine Los Angeles, en California. (C) Ferid

Murad (n. 1936), nacido en EE. UU., desarroll6 su trabajo en la University of Texas Medical
School, en Houston, Texas.
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recibieron el Premio Nobel Fisiologia 0 Medicina 1998 por sus trabajos sobre este
ultimo mediador). Por otro lado, el papel de las citoquinas inflamatorias (IL-1B y
TNFa), su papel activador del endotelio vascular potenciando la adhesion de los
leucocitos y la identificacién de las moléculas de adhesion (selectinas e integrinas),
quedaron establecidos en la década de los afios 1980 .

G. Vejlens estudié (1938) el rodamiento y la adhesion leucocitarias en los va-
sos mesentéricos **, y V. T. Marchesi, H. W. Florey y J. L. Gowans establecieron
(1960-4) las interrelaciones entre leucocitos y células endoteliales durante la tras-
migracién **. Por tltimo, A. J. Goldman y A. Atherton y G. V. R. Born, estudiaron
(1967-73) el comportamiento hidrodindmico de la inflamacién . Tras los trabajos
pioneros de H. A. Abrahamson en el afio 1927, sobre los cambios inflamatorios en
las propiedades biofisicas de las membranas de los leucocitos >, un mojén distin-
tivo son los trabajos de E. A. Jaffe y colaboradores (1973) que establecieron las
bases para el descubrimiento de las moléculas de adhesion entre los leucocitos y
las células endoteliales . Por su parte, H. B. Stamper y J. J. Woodruff desarrolla-
ron, en el afio 1976, el primer ensayo in vitro para el estudio de la adhesion leu-
cocitaria en presencia de estrés por cizallamiento circulatorio **.

II. FISIOPATOLOGIA

El proceso inflamatorio * representa una reaccion tisular ante una agresion,

que incluye: decisiones de puesta en marcha o de cese, basadas en la integracion
de secuencias moleculares incitadas por el dafio tisular causado por la
penetraciéon de microbios o por la presencia de material extrafio exégeno o
endégeno; reclutamiento, instruccién y envio de células; eliminacién de
microbios, cuerpos extrafios y de células infectadas y/o dafiadas; creacion de
barreras para evitar las metdstasis microbianas, y la reparacién del tejido
lesionado por la agresioén o por la respuesta del huésped. Si diferentes causas
alteran o bloquean cualquiera de las etapas de este ordenado proceso, la
inflamacién puede derivar hacia soluciones no deseadas, como la infiltracién
tisular por agregados de linfocitos y leucocitos (granulomas) que, en ocasiones
—en las articulaciones—, son embebidos en una masa de fibroblastos sinoviales
hiperproliferativos (pannus), o la distorsién tisular mediante la biosintesis
incontrolado de coldgeno (fibrosis o cirrosis). La inflamacidn persistente puede
provocar depdsitos de proteinas amieloides, en principio protectoras pero que,
a la larga, pueden inducir enfermedades crénicas degenerativas, y, también,
lesiones oxidativas en el dcido desoxirribonucleico (ADN) que, con el tiempo,
favorezcan transformaciones neoplasicas (Figura 8).
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Ficura 8.  Historia natural de la inflamacion: las tres salidas del proceso inflamatorio agudo.

Resolucion o curacion que, si se ha producido alguna lesion tisular (ej. herida), lo hard con una

cicatriz. Complicacion local —granuloma, ilcera, abceso o fistula—, o general —sepsis/SIRS—.
Cronificacion, hacia una enfermedad cronico-degenerativa o hacia degeneracion neopldsica.

Lo que Celso defini6 como «rubor, calor, dolor y tumor» sigue siendo un
problema intelectual de primer orden en el terreno de la transduccién de sefia-
les y de la comunicacién intercelular, en los sistemas bioldgicos; un problema
sociolaboral importante por su incidencia en el trabajo y en las relaciones per-
sonales, y un mercado milmillonario para la industria farmacéutica. Cuando los
acontecimientos patogénicos primarios se desconocen, la fisiopatologia y el con-
trol de la inflamacién son las mejores opciones, aunque el nimero de enferme-
dades consideradas de origen inflamatorio disminuye a la par que se identifican
las causas patogénicas iniciales. Sin embargo, en determinadas enfermedades in-
fecciosas importantes, la respuesta inflamatoria puede causar més daio que el
microbio (Tabla I) *.
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TABLA 1. Ejemplos de enfermedades inflamatorias

Enfermedades en las que la inflamacion juega un papel patogénico importante

Anafilaxis Gota

Artritis reumatoide Lupus eritematoso
Asma Osteoartritis
Aterosclerosis Pénfigo

Colitis ulcerosa Psoriasis

Dermatitis atdpica Rechazo xenoinjerto
Enfermedad de Alzheimer Sarcoidosis
Enfermedad de Crohn (enteritis regional) Sindr. Isquemia-reperfusion
Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)  Sindr. Fiebre periddica
Esclerosis miltiple Tiroiditis de Hashimoto
Espondilitis anquilosante Vasculitis

Enfermedades de origen infeccioso en las que la inflamacion contribuye
a la patologia tanto como la toxicidad bacteriana

Disenteria bacteriana Lepra (forma tuberculoide)
Enfermedad de Chagas Meningitis neumocdcica o neissérica
Filariasis Neumonitis fibrosa quistica

Gastritis por H. pilory Neumonia viral

Glomerulonefritis post-estreptocicica Sepsis

Hepatits C Tuberculosis

Enfermedades de origen diverso en las que la fibrosis post-inflamatoria
es una causa principal de patologia

Cirrosis hepdtica (alcohdlica o virica) Fibrosis pulmonar post-irradiacion
Esquistosomiasis Fibrosis pulmonar inducida por bleomicina
Fibrosis pulmonar idiopética Rechazo crénico alogénico

La inflamacién es, ante todo, una respuesta a favor de la supervivencia, tal
como queda reflejado por el elevado riesgo de infecciones graves en individuos
con deficiencias genéticas de los componentes principales del proceso inflamato-
rio; por ejemplo, la incapacidad para reclutar leucocitos en el foco lesionado, en
los casos de déficit de adhesion leucocitaria, puede conducir a la muerte por in-
feccion *'; la incapacidad de producir diferentes componentes del sistema del com-
plemento sérico predispone a infecciones meningocdcicas *, o la incompetencia
de la maquinaria NADPHoxidasa leucocitica, que incapacita al fagocito para pro-
ducir especies reactivas de oxigeno bactericidas, conlleva la enfermedad granulo-
matosa crénica (ver: Maria Cascales, Enfermedad granulomatosa cronica, en este
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libro: cap. 7, pags. 100-110). Por ello, el objetivo médico de inhibir la inflama-
cién se acompaiia por un esfuerzo de comparable importancia para lograr inducir
inflamacién de manera eficaz en, al menos, dos situaciones. En primer lugar, cau-
sar y mantener inflamacién se encuentran entre las funciones esenciales de los ad-
yuvantes en las vacunas; y en segundo, provocar inflamacién es uno de los obje-
tivos primarios de la inmunologia tumoral, en inmunizacién terapéutica *’y en
inmunoestimulacion inespecifica, como cuando se instila bacilo de Calmette-Gué-
rin en una vejiga urinaria para prevenir la recurrencia tumoral **.

«La evolucién no previno que la cirugia seria una técnica aséptica. Asi, el
organismo reacciona al trauma como si la emergencia fuera una infeccién, y hasta
que se demuestre lo contrario» . La secuencia inflamatoria suele ejemplificarse
con un sencillo experimento: descubrir uno de nuestros antebrazos y colocarlo
en supinacién sobre una superficie de apoyo. Colocar las yemas de los tres dedos
medios de la otra mano sobre el antebrazo desnudo, a la altura de la muiieca, y
arrastrarlos hacia el codo mientras mantenemos una fuerte presion. Tras, més o
menos, quince segundos aparecerd un bajorrelieve enrojecido en la piel
«agredida» de nuestro antebrazo, que desaparecerd transcurrida una hora. En
cambio, si la piel ha sido lesionada —un corte— y las bacterias han logrado
acceder a los tejidos —contaminaciéon—, el enrojecimiento y el edema persistirdn,
mostrando que se han puesto en marcha una serie de mecanismos, sincronizados
con el tiempo de replicacién bacteriana y su potencial expansivo. El episodio
probablemente culminard con el confinamiento y muerte de las bacterias que
ganaron el acceso a la piel, y con la eliminacién y reparacion del tejido dafiado.
Si la respuesta inflamatoria no fue adecuada por diferentes causas de origen
congénito (ver parrafos anteriores) o adquirido, la infeccién y sus efectos se
generalizardn —sepsis— pudiendo, incluso, provocar la muerte del enfermo.

IIa. La respuesta celular a la agresion

Cualquier agresion local a un organismo desencadena respuestas en tres niveles
de la organizacion: celular, tisular y orgdnica (Figura 9). La respuesta celular es
individual y aislada, y tiene por objetivos defender su acervo génico y mantener
la conformacion nativa de sus proteinas. Para sobrevivir, los organismos deben
enfrentarse con los efectos adversos del estrés genotdxico o agresiones que,
constantemente, amenazan la integridad y funcién de sus genes y que pueden
afectar a los exones o a las regiones no codificantes como los promotores. Tales
ataques provienen de agentes ambientales como las radiaciones y los xenobiéticos,
y también enddgenos: productos metabdlicos de las células propias que causan
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FiGura 9. Respuesta orgdnica a la agresion.

lesiones diversas en el ADN. En este contexto, la exposicion repetida a la radiacién
ultravioleta provoca a corto plazo inflamacién cutdnea —eritemas y quemaduras
solares— vy, a la larga, cdncer de piel. También la inflamacién crénica mantenida
por la presencia bacteriana — Helicobacter pylori— en la ulcera gastrica se ha
asociado al desarrollo de cancer gastrico. En el dmbito de la inflamacién aguda
tienen mayor interés las lesiones inducidas, en las regiones promotoras de los
genes, por diferentes especies reactivas de oxigeno liberadas por las células
fagociticas activadas. Su presencia puede interferir la interaccion con factores de
transcripcion, especificamente con los involucrados directamente en la respuesta
inflamatoria, como AP-1 o NF-xB (Figura 10). Para hacer frente a los dafios
infligidos por los elementos genotdxicos, internos y externos, los organismos han
desarrollado mecanismos que enlentecen o bloquean la proliferacién mediante su
actuacion en los puntos criticos del ciclo celular, que promueven la reparacion del
ADN o que eliminan las células agredidas poniendo en marcha programas de
suicidio celular o apoptosis (Figura 11). Cémo la célula decide, entre vivir o morir,
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Figura 10. Los factores de transcripcion son proteinas involucradas en el control y regulacion de la
expresion génica que, acopldndose a los elementos promotores aguas arriba de los genes, facilitan o
inhiben su transcripcion. Los factores de transcripcion estdn compuestos de dos regiones principales: un
dominio de acoplamiento al ADN y un dominio activador. El primero esta formado por una secuencia de
aminodcidos que reconocen secuencias especificas de bases en el ADN, cercanas al inicio de la
transcripcion. Los factores de transcripcion se clasifican de acuerdo a la estructura del dominio de
acoplamiento al ADN: dedos de zinc, hélice-vuelta-hélice, cremallera de leucina, hélice-asa-hélice y grupos
de alta movilidad. Los dominios activadores de los factores de transcripcion interaccionan con los
componentes de la maquinaria de transcripcion (ARN polimerasa) y con otras proteinas reguladoras que
afectan la eficiencia del acoplamiento al promotor. Los factores de transcripcion pueden ser activados o
inhibidos por estimulos fisiologicos, patologicos o farmacologicos. (A) El factor nuclear kB/Rel (Rel/NF-
KB) y la proteina activadora-1 (AP-1) son factores tipicamente involucrados en el proceso inflamatorio.
Las proteinas Rel/ NF-xB son una familia de factores de transcripcion, que acoge homo- y hetero-dimeros
caracterizados porque el dominio de dimerizacion y acoplamiento al ADN —region de homologia Rel—
estd muy conservado. Los miembros de la familia incluyen p50, p52, p65, c-Rel y Rel. Los miembros mejor
caracterizados de esta familia son los complejos heterodimérico p50/p65 y homodimérico p50/p50. En la
mayoria de las células, NF-kB se encuentra en el citoplasma en forma inactiva acoplado a una proteina
inhibidora (IkB). IKB enmascara el dominio de acoplamiento nuclear de NF-kB mediante un enlace de
asociacion no-covalente. Un gran variedad de moléculas endogenas y exogenas como citoquinas, virus
o0 xenobidticos, inducen la disociacion del complejo IKB/NF-kB. El proceso de activacion de NF-kB exige
la activacion previa de IkB-quinasa por los inductores del factor de transcripcion, lo que provoca una
rdpida fosforilacion de la subunidad inhibidora. La fosforilacion de IkB se sigue de su marcaje por
ubiquitina, lo que permite su reconocimiento por el proteosoma que degrada IxB fosforilado. NF-kB, una
vez liberado, transloca al niicleo donde se une a secuencias ADN especificas que provocan la transcripcion
de los genes cuyos productos estd involucrados en la respuesta mediada por NF-xB que, en el caso del
proceso inflamatorio, incluyen pro-TNF-o, moléculas de adhesion, COX2 o iNOS. (B) Los factores de
transcripcion de la familia de la proteina activante-1 (AP-1) consta de homo- y hetero-dimeros de proteinas
que presentan regiones de cremallera de leucina. Esta familia incluye las subfamilias: Jun (c-Jun, v-Jun,
JunB, JunD), Fos (c-Fos, v-Fos, FosB, Fral, Fra2) y factores de transcripcion relacionados (ATF?2,
ATF3/LRF1, B-ATF). El control de la activacion de AP-1 descansa en procesos de
Josforilacion/desfosforilacion que regulan la formacion de homodimeros (Jun) o heterodimeros (Fos) que
reconocen las secuencias correspondientes en el ADN.
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Figura 11. Panordmica de la via de transduccién de sefiales correspondiente a la respuesta al dafio del
ADN. Dicha via, que consta de sensores, transductores y efectores, es activada por una serie de sefia-
les que corresponden a las diferentes lesiones causadas en el ADN: roturas de una o de las dos bandas
nucleotidicas, y dimerizaciones de las bases. Los sensores no se conocen bien; un sensor candidato es
la proteina BRCA1 (Breast Cancer 1). Los transductores de la sefial son mejor conocidos. Dos protei-
na quinasas relacionadas y evolutivamente bien conservadas —ATM (producto del gen Ataxia Telan-
giectasia Mutated) y ATR (ATM-Rad3-related)- son componentes centrales de la respuesta al dafio del
ADN. Las quinasas Chk1 y Chk2 son elementos efectores responsables de decidir entre reparar el daio,
detener el ciclo celular o inducir apoptosis. Modificada de: Zhou et al.™; fig. 1, pag. 433.

en respuesta a la lesién en su ADN es critico no sélo para el destino celular, sino
para evitar consecuencias desastrosas para el organismo como el cancer *

Se conoce que, en respuesta a una ruptura de la doble hélice de la molécu-
la de ADN, las células activan la proteina quinasa ATM, un regulador que fos-
forila numerosas otras proteinas, y, con ello, modula sus funciones en el con-
trol del ciclo celular, de la reparacion del ADN o de la muerte celular. Uno de
los sustratos de ATM, NEMO, es un regulador esencial del factor de transcrip-
cién de supervivencia NF-kB. El juego entre ATM y NEMO es un factor im-
portante en la maquinaria de toma de decisiones respecto al destino celular en
respuesta al dafio del ADN *7. NF-xB y su activador IKK operan como un mé-
dulo de sefializacion, evolutivamente conservado, que orquesta la expresion de
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Ficura 12.  ATM busca a NEMO en respuesta a la lesion del ADN. Agresiones genotoxicas, que
causan rupturas bicatenarias de la molécula de ADN, evocan una sefial de estrés que provoca la mo-
dificacién de NEMO (NF-kB essential modulator) nuclear por SUMO (small ubiquitin-related mo-
difier), lo que evita la exportacion de NEMO del nicleo. A la vez, sefiales provenientes de la rup-
tura activan la quinasa nuclear ATM (ataxia telangiectasia mutated), que fosforila a NEMO
previamente modifiado por SUMO. La fosforilacion de NEMO provoca el desacoplamiento de
SUMO, lo que deja hueco para que se acople ubiquitina. Se forma asi un complejo NEMOFeUbi-
quitina*ATM que abandona el nicleo para asociarse con y activar el complejo IKK (/xB kinase) en
el citosol. IKK activado lo hace a su vez con NF-xB (nuclear factor-kB). NF-xB activado se trans-
loca al niicelo para activar genes de supervivencia. Modificada de: Bartek et al. *'; fig. 1, pag. 111.

genes inducibles en diversos tipos celulares y procesos bioldgicos, permitiendo
a las células y organismos adaptarse a cambios ambientales. El complejo acti-
vador IKK y su sustrato NF-kB estdn, en condiciones normales, durmientes en
el citoplasma y prestos a responder a seflales extracelulares que trasladan al nd-
cleo. Pero el heterodoxo mecanismo dependiente de ATM/NEMO trabaja en di-
reccidén opuesta como una cascada de sefiales, puesta en marcha por 6rdenes in-
tranucleares (ruptura bicatenaria del ADN), desde el nucleo al citoplasma
(Figura 12). El delicado equilibrio en el sistema ATM/NEMO/IKK/NF-kB tie-
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Ficura 13.  Esquema de la vida de una proteina. La traduccion del ARN mensajero (mARN) ocu-
rre sobre el ribosoma (1). A la vez, comienza, asistido por caperonas, el plegamiento de la cadena
polipeptidica naciente (2); operacion que continiia postraduccionalmente (3) hasta su complitud
(4). Algunas proteinas, antes de lograr su conformacion final son translocadas a diferentes orgd-
nulos (ej. mitocondria, 5). En ocasiones, como consecuencia de la historia natural de la proteina
o inducido por factores desestabilizadores (ej. estresores), las proteinas se desnaturalizan, agregan
(6) y precipitan en un cuerpo de inclusion (7) que serd procesado y digerido por la maquinaria li-
sosomica. Algunas proteinas desnaturalizadas o parcialmente desplegadas son recuperadas por ca-
peronas (8), que bien las repliega en su conformacion funcional (4) o, bien, las conduce al prote-
osoma (9) para ser degradadas. En las células presentadoras de antigenos (APC), las caperonas
acompanian (10) a los péptidos —antigenos— digeridos o degradados hasta las moléculas del com-
plejo principal de histocompatibilidad (MHC), que los presentardn, sobre la superficie celular, a

los receptores de las células T (TCR). Modificada de: Macario et al.”; fig. 1, pdg. 1491.

ne un lado desfavorable. La activacién, tanto por defecto como por exceso, de
esta via puede resultar en el desarrollo de células anormales y perjudiciales para
el organismo. Aberraciones en diferentes componentes de la cascada pueden
causar enfermedades debido a respuestas inmunoldgicas inapropiadas, reaccio-
nes inflamatorias o una pérdida de equilibrio en proliferacién y muerte celular.

Las proteinas de choque término (HSPs), también denominadas proteinas de
estrés, son un grupo de macromoléculas muy conservadas, con diferentes pesos
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moleculares que guian una de sus clasificaciones —HSPs de gran masa mole-
cular: = 100 kDa; HSP90: 99-81; HSP70: 80-65; HSP60: 64-55; HSP40: 54-35,
y HSP de masa molecular pequefia: < 34—, presentes en todas las células de
todas las formas de vida. Expresadas en condiciones normales, diversos tipos
de estrés ambiental o endégeno —ej., hipertermia, hipotermia, hipoxia, especies
reactivas de oxigeno, desviaciones del pH, infeccion, metales, compresion o ci-
zallamiento— inducen su produccién. Actian como caperonas o carabinas mo-
leculares, asegurando que cada proteina alcance su conformacién funcional en
el lugar y en el momento adecuados. Para ello, intervienen en el proceso de ple-
gamiento peptidico, en su distribucion intracelular y en su degradacién. En con-
diciones adversas se ocupan de que proteinas desnaturalizadas recuperen su con-
formacion operativa y de que otras, que han formado agregados, recuperen su
individualidad. También acompanan a los fragmentos peptidicos, producidos en
la degradacién de las proteinas, hasta el lugar de su presentacion, en la super-
ficie celular, por las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) (Figura 13). Las HSPs pueden alcanzar el medio extracelular, siendo
detectadas en sangre en situaciones normales y patoldgicas; ello de manera pa-
siva —liberacién en casos de necrosis celular, pero no en apoptosis— o por se-
crecién activa, induciendo respuestas proinflamatorias **.

IIb. La respuesta tisular

La figura 14 esquematiza el flujo de informacién desencadenado por una he-
rida contaminada, comun, de prondstico leve (Tabla II). La respuesta tisular a
la agresion, o inflamacién en stricto sensu, contempla, en esquema, cuatro acon-
tecimientos interrelacionados: a) la estimulacion de las terminaciones nerviosas
libres provoca dolor y liberacién de péptidos bioactivos: neuropéptidos; b) las
células dafadas liberan proteinas constitutivas intracelulares: HSPs, factor nu-
clear HMGB1 y N-formil-péptidos (FP) mitocondriales; ¢) los microorganismos
y sus diferentes productos incitan, en colaboracién con los anteriores, una res-
puesta inmunoldgica innata, y d) sefiales emanadas del foco inflamatorio reclu-
tan leucocitos en el lugar de la lesion.

Las terminaciones nerviosas libres, sensitivas, liberan tras la lesién o el es-
timulo neuropéptidos pertenecientes a la clase taquininas —sustancia P y neu-
roquininas— que representan el estimulo inicial de los mastocitos, que exponen
sobre su membrana receptores especificos para tales mediadores proinflamato-
rios. Una vez iniciada la secuencia inflamatoria, triptasas liberadas por esas mis-
mas células y por otras participantes en el proceso y actuando sobre receptores
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Figura 14. Flujo de informacién desencadenado por una herida contaminada, comun, de pro-
néstico leve. Los microorganismos liberan productos que actiian, de manera directa, sobre mas-
tocitos, macréfagos/APCs y neutréfilos. APCs: células presentadoras de antigenos; C’: sistema
del complemento sérico; f-péptidos: formil-péptidos; HMGB1: high mobility group box 1; Hsps:
proteinas de choque térmico; ILs: interleuquinas. Produccion de: —. Actuacién sobre: —.

TABLA 1.  Clasificacion y tasa de infeccion de las heridas operatorias

Clasificacion Tasa de infeccion (%) Caracteristicas de la herida

Limpia Incisa (“no traumdtica”);aséptica; no acceso a los
(clase ) =10-50 tractos génito-urinario (GU) o gastro-intestinal (GI),
ni a las vias respiratorias (VRs)

Limpia - contaminada ~80-120 Minima transgresion en la esterilidad de la técnica;
(clase 1I) ' ' acceso al GU, GI o VRs, sin vertido importante
. Heridas traumdticas; vertido grosero desde tracto GI;
Contaminada

=~ 150-170 acceso a tejidos, hueso o vias urinarias o biliares,
(clase III) . Co
infectadas. Sucia - infectada

(clase IV) ~ 280400 Drenaje de abcesos; desbridamiento de tejidos blandos
' ' infectados.
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activados por proteasas (PAR) de los tipos PAR2 y EPR1 (ver mds adelante y
figura nim. 15), refuerzan la respuesta inicial de las terminaciones nerviosas,
que incrementan la produccidn y liberacion de CGRP y de sustancia P. El pri-
mero actia sobre receptores arteriolares provocando vasodilatacion, responsa-
ble de los signos inflamatorios rubor y calor, y el segundo sobre receptores del
tipo NK1 venulares, provocando un incremento de la permeabilidad venular y
extravasacion responsable del edema o tumor inflamatorio.

Se ha demostrado que las HSPs liberadas al compartimiento extracelular tie-
nen una serie de efectos inmunoldgicos, que incluyen la induccién de secrecién
de citoquinas proinflamatorias y de expresiéon de moléculas de adhesién por di-
versos tipos celulares. La HSP60 activa, en humanos, las células endoteliales vas-
culares para expresar selectina-E, ICAM-1 y VCAM-1. La misma proteina de es-
trés induce la secrecién de interleuquina-6 (IL-6) por células endoteliales, células
musculares lisas y macréfagos. De manera similar al lipopolisacarido (LPS) de
las bacterias gram negativas, la HSP60 induce la rdpida liberacion de factor de
necrosis tumoral oo (TNF-o) y de 6xido nitrico (NO) por los macréfagos, asi
como la expresion de IL-12 e IL-15. Las HSPs, en su funcién extracelular como
citoquinas —caperoquinas—, activan los monocitos y macréfagos a través de los
mismos receptores —CD14 y TLR4— que utilizan los LPS bacterianos para in-
citar una respuesta inmunoldgica innata (Figuras 15 y 16).

La HMGBI es una abundante proteina no histona, miembro de la superfami-
lia que agrupa proteinas nucleares que presentan una movilidad electroforética
muy alta. Este grupo de proteinas incluye tres familias. Los miembros de la fa-
milia HMGB se encuentran entre las proteinas mds ubicuas, abundantes y evo-
lutivamente mds conservadas entre las especies eucaridticas; todos ellos com-
parten un dominio —box— que media el acoplamiento de la proteina al ADN.
La HMGBI1, como factor nuclear, actia como un elemento estabilizador de la ar-
quitectura del ADN, e interacciona con varios factores de transcripcion, protei-
nas virales de replicacion y receptores esteroidicos; juega, por todo ello, un pa-
pel relevante en la transcripcion. Cuando abandona su ubicacion normal y alcanza
el medio extracelular, bien pasivamente por ruptura celular o secretada por célu-
las inflamatorias activadas por citoquinas, actia como un potente mediador in-
flamatorio con caracteristicas citoquinicas y quimioquinicas. Su receptor
—RAGE—, que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas, se locali-
za en los endoteliocitos y los miocitos vasculares y en los fagocitos, entre otras
células. Su actuacion sobre estas células potencia el proceso inflamatorio: pro-
voca disrupcion de la pared vascular favoreciendo la extravasacion de liquido y
de células intravasculares, y es una potente citoquina sobre los fagocitos **.
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Ficura 15. La HSP60 como molécula de sefializacion intercelular. ICAM: intercellular adhesion
molecule. 1L: interleukin. TNF: tumor necrosis factor. VCAM: vascular cell adhesion molecule.
Modificada de: Pockley **; fig. 2, pag. 8.
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Ficura 16.  Las proteinas HSP60 y HSP70 inducen la secrecion de citoquinas proinflamatorias por
monocitos/macrdfagos. La HSP60 induce la secrecion de interleuquina 6 (IL-6) a través del recep-
tor CDI14 y se une al complejo del receptor tipo Toll 4 (TLR4), del que CDI14 es un correceptor,
para inducir la expresion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) y de oxido nitrico sintasa; esta
ultima responsable de incrementar la produccion de oxido nitrico (NO). La HSP60 también induce
la expresion de las citoquinas IL-12 e IL-15, a través de vias no identificadas. La HSP70 actiia a
través de una via dependiente de CD14 para estimular la produccion de IL-18, IL-6 y TNF-c, y por
otra via no conocida potencia la expresion de TNF-o. Modificada de: Pockely **; fig. 3, pdg. 9.
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Los fagocitos profesionales — polimorfonucleares neutréfilos y células mono-
nucleadas (monocitos y macrofagos)— juegan un papel clave en la defensa del hués-
ped contra las bacterias invasoras. Las sefiales actractoras —quimioatractores — cla-
sicas de los fagocitos son los FP bacterianos y mitocondriales, el factor 5a del
complemento (C5a), la interleuquina 8 (IL-8), el factor activador de plaquetas (PAF)
y el leucotrieno B, (LTB,). El término quimioatractor deriva del hecho de que los
fagocitos migran a lo largo de un gradiente de concentracién — gradiente haptoqui-
miotdctico— de tales sustancias. Cuando los quimioatractores estin presentes a al-
tas concentraciones, activan las funciones citotoxicas de los fagocitos; especifica-
mente, los fagocitos activados completan la cascada adherente, generan diferentes
especies de radicales de oxigeno (ROS) y liberan enzimas lisosémicas y otros me-
diadores inflamatorios.

Al contrario que los procariotes, la sintesis de proteinas codificadas por el ADN
nuclear eucariético se inicia con un aminodcido metionina no formilado. Sin em-
bargo, el aparato de sintesis proteica mitocondrial utiliza N-formilmetionina para ini-
ciar la sintesis peptidica, de manera andloga a los procariotes; ademas, el resto for-
mil (-CHO) se retiene en el extremo aminoterminal de las proteinas mitocondriales.
Por ello, FPs liberados por las mitocondrias —en cuyo interior y en condiciones
normales permanecen confinadas e ignoradas por el sistema de vigilancia inmuno-
l6gico— dafiadas juegan un papel proinflamatorio similar al de los péptidos bacte-
rianos. Los receptores quimiotécticos cldsicos de los fagocitos incluyen los de FP
(FPR), C5a (C5aR), PAF-R e IL-8R. Todos ellos, como los receoptores de eicosa-
noides y de quimioquinas, son miembros de la superfamilia de receptores acopla-
dos a proteina G (GPCR), y cuya interaccion con el ligando agonista resulta en la

activacion de la célula “.

IIc. Mediadores inflamatorios

Numerosos estudios sefalan la importancia del reclutamiento de leucocitos en el
foco inflamatorio a partir del pul circulante. Sin embargo, una rapida respuesta re-
quiere células centinelas estacionadas en los tejidos. Los macréfagos y especial-
mente los mastocitos, cumplen tal funcién *'. Los mastocitos perivasculares res-
ponden a los neuropéptidos liberados por las terminaciones nerviosas dafiadas y
estimuladas liberando histamina *, triptasa y otras proteasas y TNF-o, preformados,
y eicosanoides —prostaglandinas inflamatorias, troboxanos y leucotrienos **—, ci-
toquinas y quimioquinas neoformadas. Histamina, eicosanoides y triptasas causan
vasodilatacion —responsable del calor y rubor inflamatorios— y extravasacion
—responsable del tumor o edema inflamatorio—. Las triptasas mastociticas siegan
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Ficura 17.  Mecanismo de autoactivacion de los receptores activados por proteasas (PARs). Tras
la escision proteolitica del extremo N-terminal (NH,") del PAR por trombina, tripsina o triptasa
(dependiendo del subtipo del receptor), se expone un nuevo resto N-terminal (*NH,") y se desen-
mascara la secuencia [%%] que autoactiva [%¥] el receptor acoplado a proteina G. TM1: primer
domino transmembranar. TM7: séptimo domino transmembranar. COO : grupo carboxi-terminal.

el extremo N-terminal exocelular de receptores activados por proteasas, desenmas-
carando secuencias, previamente cripticas, que autoactivan el receptor **. Un recep-
tor que pertenece a la clase GPCR *, y que estén presentes en mastocitos, termina-
ciones nerviosas libres sensitivas, endotelio vascular, plaquetas y neutréfilos (Figura
17). Ello potencia la estimulacion de los mastocitos y de las terminaciones nervio-
sas; hace al endotelio adherente para los leucocitos, permeable al fluido intravascu-
lar y procoagulante; induce la adhesividad y agregacion de las plaquetas e insta a
los leucocitos a producir factor activador plaquetario (Figura 18). PAF es el nom-
bre trivial de un fosfolipido [1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina] que tiene
diversas y potentes acciones fisiologicas. Muchos mediadores lipidicos (ej., eicosa-
noides) derivan de fosfolipidos, pero el PAF es un fosfolipido intacto que se acopla
a un receptor especifico **. El PAF refuerza la adhesividad endotelial que conduce
a la migracién leucocitaria desde el vaso al foco inflamatorio (Figura 19), e in-
duce en aquellos la expresion de receptores de quininas.

La interaccion del quininégeno de peso molecular elevado (HK) con su recep-
tor sobre la superficie celular endotelial es clave para la activacion de la precali-
creina (PK), que circula en el plasma formando un complejo con HK. Como se
muestra en la figura 20, la calicreina activa sobre la membrana endotelial digiere
al HK para liberar bradiquinina (BK). EI ensamblaje del complejo HKePK sobre
la célula endotelial es, por tanto, un prerrequisito para la formacién de BK, que
puede interactuar con el receptor de BK de tipo 2 (B2). La activacién de B2 in-
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Ficura 18. La activacién del receptor activado por proteasa del subtipo 1 (PAR1) por trombina,
representa un vinculo de unién entre las vias inflamatoria y de la coagulacion. PAR1 se expresa
en la superficie de las plaquetas (p), neutréfilos (n) y endoteliocitos (e). La activacion de PAR1e
por trombina conduce a la liberacién de mediadores proinflamatorios -prostaglandinas (PGs) y
oxido nitrico (NO)- por las células endoteliales vasculares; mientras que la activacién de PAR1n
induce la migracién de los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos, y la liberacién de factor ac-
tivador plaquetario (PAF) que actuando sobre el endotelio potencia su adhesividad para las pla-
quetas. La activacién de PAR1p provoca la adhesion de las plaquetas al endotelio y la agregacion
plaquetaria, que activan la via intrinseca de la coagulacién. Previamente, el endotelio lesionado
ha liberado factor tisular (factor VII de la coagulacién) que pone en marcha la via extrinseca de
la coagulacién e inicia la produccién de trombina. La adhesion plaquetaria y el depdsito de fi-
brina sobre el endotelio vascular potencian la produccién de PGs y NO. Por su parte, el factor X
de la coagulacién, activado por ambas vias de la coagulacion, actda directamente sobre las célu-
las endoteliales mediante la activacién de otro receptor de la clase PAR -receptor EPR1 (effector
cell protease receptor 1), también presente en la terminaciones nerviosas libres en las que se ex-
presa junto con el subtipo PAR2-, induciendo la produccién de NO y de interleuquina 6 (IL-6).
Modificada de: Cirino et al. *; fig. 1, pdg. 171.

duce la produccién de 6xido nitrico y prostaciclina (PGI2), vasodilatadores, y de
activador tisular del plasmindgeno (tPA), antitrombico. El activador de la PK es
una serina proteasa (PRCP o angiotensinasa C). PRCP también digiere la inerte an-
giotensina [ y la vasoconstrictora angiotensina II, dando lugar en ambos casos a
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Ficura 19. La sefial incitada por el PAF prepara y activa a los leucocitos en las superficies de las
células endoteliales vasculares inflamadas: un sistema yuxtacrino de control espacial del proceso
inflamatorio. El PAF y una molécula de adhesion, P-selectina, se coordinan sobre la membrana
celular endoteliocitica. La P-selectina ata el leucocito a la célula endotelial, lo que permite al PAF
de la célula endoelial acceder a su receptor en el leucocito polimorfonuclear. Ello constituye una
especie de seiial yuxtacrina pleotrépica. Modificada de: Prescott et al. **; fig. 1, pdg. 421.

angiotensina Il , ;. un péptido bioactivo que induce vasodilatacion por estimular
la produccién de NO. PRCP produce dos péptidos bioactivos vasodilatadores, BK
y angiotensina I , ;, que se oponen a la potente accion vasoconstrictora de la an-
giotensina II. Se conoce la capacidad de la angiotensina II para inducir la secre-
cién de inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI1), lo que involucra al sis-
tema renina-angiotensina (RAS) en favorecer la trombosis. La doble accién de la
PRCP —activa PK e inactiva angiotensina I[— indica una importante interaccién
entre el sistema calicrefa-quinina (KKS) y el RAS, y sugiere que amabas vias, con-
juntamente, no solo regulan la presién arterial sino que influyen en la produccién
de trombosis. Existen otras dos interacciones entre KKS y RAS (Figura 21): la
calicreina puede convertir prorrenina (inactiva) en renina (activa); y la enzima con-
versora de angiotensina (ACE o quininasa II) puede convertir angiotensina I
(inactiva) en angiotensina II (activa), y BK en BK ), un péptido inhibidor de
trombina. El sistema KKS plasmatico es, por tanto, anticoagulante y profibrinoli-
tico. Ademads, BK, como se ha sefialado, induce la formacién de NO, de PGI, y de
tPA. En resumen, parece que el KKS plasmatico sirve de contrapeso fisiolégico al
hipertensivo y protrombdético RAS *.
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Ficura 20. Ensamblaje y activacién del sistema calicreina-quinina (KKS) plasmadtico. La preca-
licreina (PK: prekallikrein) circula formando un complejo con quininégeno de elevado peso mo-
lecular (HK: high molecular-weight kininogen) [HKePK]. HKePK interacciona con un receptor
multiproteico formado por citoqueratina 1 (CK1: cytokeratin 1), receptor de activador de plasmi-
négeno-uroquinasa (UPAR: urokinase plasminogen activator receptor) y gC1gR. Las proteinas del
receptor de HKePK colocalizan sobre la membrana de las células endoteliales vasculares. Cuando
HKePK se une a su receptor, PK es rdpidamente convertida a calicreina (K) por la enzima prolil-
carboxipeptidasa (PRCP), que es un componente constitutivo, activo, de la membrana del endote-
liocito. La calicreina resultante autodigiere a su receptor, HK, liberando bradiquinina (BK). La bra-
diquinina interacciona con receptores especificos cuya sefial induce la produccién y liberacion de
activador tisular de plasmindgeno (tPA: tissue plasminogen activator) 6xido nitrico (NO) y pros-
taciclina (PGL,). La calicreina también activa al factor XII de la coagulacion, que se une al mismo re-
ceptor al que lo hace HKePK, potenciando la via intrinseca de la coagulacion. ScuPA (single chain uro-
kinase plasminogen activator) es un adaptador de uPAR. Modificada de: Schmaier *'; fig. 1, pag. 1007.
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Figura 21. Interaccion entre los sistemas calicreina-quinina (KKS) y renina-angiotensina (RAS)
plasmaticos. La calicrefna convierte pro-renina en renina, y la renina tiene la capacidad de convertir
angiotensindgeno en angiotensina I. La enzima conversora de angiotensina (ACE: angiotensin-converting
enzyme) convierte a la inerte angiotensina I en la vasoconstrictora angiotensina II. La angiotensina II
estimula al inhibidor del activador de plasmindgeno 1 (PAIL: plasminogen activator inhibitor 1) liberado
por las células endoteliales. A la vez, ACE degrada la bradiquinina (BK) a bradiquinina,, 5, un péptido
con actividad anti-trombina. La prolilcarboxipeptidasa (PRCP) es la enzima que degrada la angiotensina
IT o la angiotensina I, en el péptido vasodilatador angiotensina II, . La angiotensina Il , estimula la
produccioén de 6xido nitrico (NO) y de prostaciclina (PGL,), que potencian los efectos de la BK. PRCP
también tiene la capacidad de convertir PK en calicreina. La calicreina formada digiere los quininégenos
para liberar BK y un fragmento (HKa: kinin-free kininogen) que tiene propiedades antiproliferativas y
antiangiogénicas. Asi, PRCP, la misma enzima que degrada la vasoconstrictora angiotensina II, conduce
aun incremento en la formacion de las vasodilatadoras BK y angiotensina II , . Por tiltimo, la BK estimula
la produccion de activador tisular de plasminégeno (tPA), NO y PGL, ., lo que supone un contrapeso al
efecto protrombinico de la angiotensina II. Modificada de: Schmaier *'; fig. 2, pdg. 1008.

Las citoquinas ** son pequefias protefnas o glicoprotefnas ¥, que actian como
autacoides o como hormonas, producidas generalmente como formas precursoras
por células activadas que median el proceso inflamatorio. El término citoquina o
inmunocitoquina se utilizé inicialmente para separar un grupo de proteinas inmu-
nomoduladoras, denominadas inmunotransmisores, de otros factores de crecimien-
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to o factores peptidicos reguladores que modulan la proliferacion y bioactividad de
células que no pertenecen, en principio, al sistema inmunoldgico. El término cito-
quina se utiliza como un nombre genérico para un grupo diverso de proteinas
solubles que actian como reguladores humorales a concentraciones nano- o
picomolares y que, en condiciones normales y patoldgicas, modulan las activida-
des de células y tejidos; y algunas de ellas se comportan como factores de super-
vivencia al prevenir la apoptosis. Las citoquinas también median, de manera di-
recta, interacciones intercelulares. En muchos aspectos, las actividades bioldgicas
de las citoquinas semejan las de las hormonas cldsicas producidas en tejidos glan-
dulares especializados. Algunas citoquinas también se comportan como hormonas,
al actuar a distancia. En general, las citoquinas actian sobre una mayor variedad
de células diana que las hormonas; y, quizds, la principal diferencia entre hormo-
nas y citoquinas es que estas no son producidas por células especializadas. Dife-
rentes citoquinas son producidas por c€lulas diferentes, y virtualmente todas las
células del organismo son capaces de producir una u otra de aquellas.

En el sentido més restrictivo, las citoquinas comprenden las interleukinas —se
pensd, en un principio, que eran producidas exclusivamente por leucocitos —, lin-
foquinas, monoquinas, interferones (IFNs), quimioquinas, factores estimulantes de
colonias (CSFs) y factores de crecimiento (GFs). El término citoquinas de tipo 1
se refiere a aquellas producidas por células Thl (células T helper o asistentes): IL-
2, IFN-y, IL-12 o TNF-P). Las citoquinas de tipo 2 son las producidas por Th2:
1L-4, IL-5, IL-6, IL-10 o IL-13. La mayoria de las citoquinas no se relaciones en
términos de secuencias, aunque algunas pueden agruparse en familias (por ej. fa-
milias de receptores ), o clasificadas en categorias de acuerdo con el tipo de las
estructura secundaria o terciaria. Tras la expresion génica, la mayoria de las cito-
quinas son secretadas por las células utilizando las vias secretoras cldsicas, exis-
tiendo formas que se asocian a las membranas y, otras, a la matriz extracelular. Se
denomina entramado citoquinico a las interacciones, extraordinariamente comple-
jas, de las citoqunas por las que inducen o suprimen su propia sintesis o la de otras
citoquinas o sus receptores, y antagonizan o sinergizan entre ellas de maneras dife-
rentes y, a menudo, redundantes. Tales interacciones involucran, en ocasiones, cas-
cadas citoquinicas en las que una citoquina inicial desencadena la expresion de ella
y de muchas otras, creando complejos circuitos de retroalimentacién. Se denominan
citoquinas pro-inflamatorias aquellas que favorecen la inflamacién, siendo prototipi-
cas IL-1, IL-6 y TNF-o. Actiian como pirdgenos enddgenos, inducen la sintesis de
mediadores secundarios y de citoquinas proinflamatorias por macréfagos y por cé-
lulas mesenquimales, estimulan la produccién de proteinas de fase aguda y atraen cé-
lulas inflamatorias. El efecto neto de una respuesta inflamatoria estd determinada por
el balance entre citoquinas pro- y antiinflamatorias (IL-4, IL-10 o IL-13).
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Ficura 22.  Se han identificado cerca de 50 quimioquinas, proteinas homologas de 8-10 kDa, que
se agrupan en familias sobre la base de la posicion relativa de sus cisteinas (Cys o C) en la proteina
madura. En las quimioquinas-o los primeros dos restos Cys estdn separados por un solo
aminodcido (CXC), mientras que en la quimioquinas-f las primeras dos Cys estdn adyacentes
(CC). Las quimioquinas-o que contienen la secuencia dcido glutdmico-leucina-arginina
inmediatamente antes de CXC son quimiotdcticas para neutrdfilos, mientras que las que no
contienen esta secuencia actian sobre linfocitos. La quimioquina C linfotactina tiene solo dos
cisteinas en la proteina madura, y la quimioquina CXXXC fractalquina tiene tres aminodcidos
separando las dos primeras cisteinas. Los receptores de quimioquinas son proteinas
transmembranares acopladas a proteina G, que se expresan sobre los diferentes subgrupos de
leucocitos. Se han identificado, en humanos, cuatro CXCR, ocho CCR y un CXXXCR.

Macréfagos activados producen, en respuesta a patdgenos y otros estimulos
dafiinos, TNF, una citoquina con una masa molecular relativa de 17 kDa que se
comporta como mediador necesario y suficiente de la inflamacion local y ge-
neralizada. El incremento de la concentracién local de TNF provoca los signos
clinicos cardinales de la inflamacién: calor, rubor, tumor y dolor. El aumento
sistémico de TNF media la lesién tisular deprimiendo el volumen sistélico car-
diaco, induciendo trombosis microvascular y mediando en el sindrome vascu-
lopléjico con vasopardlisis y extravasacion masiva de liquido intravascular. El
TNF amplifica y prolonga la respuesta inflamatoria al activar otras c€lulas que,
como respuesta, liberan citoquinas tales como IL-1 y HMGBI1, y otros media-
dores como eicosanoides, 6xido nitrico y especies reactivas de oxigeno, que po-
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tencian la inflamacién y provocan lesiones tisulares. EI TNF es esencial para la
completa expresion inflamatoria; por el contrario, la autolimitacion del proceso
inflamatorio se caracteriza por una atenuacion de la actividad del TNF.

Las quimioquinas, constituyen una familia de pequefias proteinas proinflama-
torias caracterizadas por contener en su molécula cuatro restos de cisteina (Cys)
que forman cuatro enlaces disulfuro intracatenarios. Las quimioquinas juegan un
papel fundamental en la inflamacién por atraer y activar clases especificas de leu-
cocitos, participando en tres de las cinco etapas de la cadena de adherencia leu-
cocitica. En primer lugar, favorecen el rodamiento lento y la adherencia de los
leucocitos al activar las integrinas leucocitarias. Segundo, son potentes quimio-
atractores que guian a los leucocitos hacia el foco inflamatorio; y por ultimo, ac-
tivan las funciones efectoras de los leucocitos, incluyendo la produccién de pro-
ductos intermedios reactivos durante el metabolismo del oxigeno y la exocitosis
de enzimas hidroliticas. Las quimioquinas se unen a glicosaminoglicanos y hepa-
rina, formando complejos que se creen de gran importancia en su capacidad para
atraer localmente a los leucocitos. Hay dos subfamilias estructurales principales,
designadas Cys-X-Cys, CXC o subfamilia o, y la subfamilia Cys-Cys, CC o sub-
familia 3. Linfotactina (C) y fractalquina (CX,C) representan otras dos familias
(Figura 22). Los receptores de quimioquinas son miembros de la superfamilia de
receptores transmembranares acoplados a proteina G.

IId. La cascada de adhesion leucocitaria

La mayor parte de lo anterior tiene por objetivo reclutar y activar fagocitos
en el foco inflamatorio *'. La cascada de adhesion leucocitica es una secuencia
de acontecimientos de adhesion y activacidon que concluye con la extravasacion
de los leucocitos; ello con la finalidad de que tales células ejerzan sus efectos
en el foco inflamatorio. En dicha cascada pueden distinguirse, al menos, cinco
etapas bien definidas: captura, rodamiento, rodamiento lento, anclaje y migra-
cion (Figura 23). Cada una de ellas es necesaria para el reclutamiento efectivo
de los leucocitos, y el bloqueo de cualquiera de ellas disminuye significativa-
mente la acumulacién de leucocitos en el tejido lesionado. Tales etapas no re-
presentan fases de la inflamacidn, sino la secuencia de acontecimientos desde
la perspectiva de cada leucocito. En cualquier momento determinado las cinco
etapas suceden en paralelo, involucrado a diferentes células en el mismo mi-
crovaso y al mismo tiempo. La comprension del escenario microvascular tiene
una proyeccion terapéutica inmediata: el desarrollo de fairmacos antiinflamato-
rios orientados a interferir con todas y cada una de las etapas sefialadas.
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Ficura 23.  La «cascada de adhesion leucocitaria» es una secuencia de acontecimientos de adhe-
sion y activacion que termina con la extravasacion del leucocito que, en el espacio intersticial don-
de tienen lugar la inflamacion, ejercerd sus efectos. La cascada de acontecimientos se ha disecado
en cinco pasos: captura, rodamiento, rodamiento lento, anclaje y transmigracion. Cada uno de ellos
es necesario para que el reclutamiento leucocitario en el foco inflamatorio sea efectivo. Los tres pri-
meros pasos dependen, en principio, de selectinas, siendo integrinas las responsables de la conclu-
sion de la secuencia. En resumen, la iniciacion del proceso exige la activacion del endotelio que, por
accion de quimioquinas expone, sobre su superficie, selectinas. Ligandos constitutivamente expresa-
dos sobre los leucocitos establecen ligaduras, cada vez mds fuertes segiin avanza la secuencia, con
selectinas. La conclusion de la cascada de adhesion depende de las interacciones de integrinas leu-
cocitarias con sus ligandos endoteliales. Completa la captura, el leucocito migra transendotelial-
mente siguiendo un gradiente haptotdctico de nuevas quimioquinas. Modificada de: Kalus et al.”'

El endolelio vascular proporciona una barrera impecable que previene la
interaccion entre las células circulantes y la pared de vaso. El endotelio esta for-
mado por un epitelio escamoso simple que recubre la luz vascular. Juega un pa-
pel clave en la mecénica del flujo sanguineo, en la regulacion de la coagulacion
de la sangre, en la adhesién de los leucocitos y en el crecimiento de los miocitos,
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y también sirve de barrera a la difusion transvascular de los liquidos y solutos
circulantes. El endotelio, lejos de ser una pared pasiva, es un tejido dindmico
que lleva a cobo variadas funciones activas, como la produccion, secrecién o
expresion de sustancia vasoactivas involucradas en la cascada adhesiva, en la
hemostasia o en el tono vascular.

La marginacién es el proceso en el que los leucocitos circulantes abandonan
el eje del flujo, lo que permite iniciar una serie de interacciones —contacto me-
canico — entre las células circulantes y el endotelio. Los mecanismos subya-
centes de la marginacién involucran interacciones entre los leucocitos y los eri-
trocitos que fluyen por el mismo vaso, de tal manera que los eritrocitos
deformados empujan y desplazan a los leucocitos a una posiciéon marginal; ello
debido a la menor seccidn transversal y a la mayor velocidad de flujo de los eri-
trocitos. La agregacion eritrocitica también promueve la marginacién leucociti-
ca en los microvasos mayores, dado que los agregados ocupan el centro de la
vénula. La marginacion reoldgica no es critica para el rodamiento de los leuco-
citos, dado que los leucocitos abandonan aquellos capilares cuyo didmetro es
menor que el de ellos, con lo que el contacto con el endotelio estd asegurado.
El proceso de captura o atamiento representa el primer contacto de un leucoci-
to con el endotelio activado. La captura ocurre tras la marginacion, que permi-
te moverse al leucocito hacia una posicién préxima al endotelio, lejos del eje
del flujo. La respuesta inflamatoria requiere una activaciéon endotelial previa al
inicio de la captura. La P-selectina sobre las células endoteliales es la molécu-
la de adhesién primaria para la captura en inicio del rodamiento. El principal li-
gando del leucocito para la P-selectina es PSGL-1. Ademds, diferentes estudios
sugieren que la L-selectina también juega un papel importante en la captura; su
ligando en la célula endotelial no estd bien definido. Anticuerpos que bloquean
la funcién de la L-selectina inhiben el rodamiento en muchos modelos en los
que el rodamiento es dependiente de la P-selectina.

Una vez que el leucocito ha sido capturado, se mantiene transitoriamente
adherido al endotelio venular y comienza a rodar. El rodamiento ocurre a una
velocidad similar o menor a la de las células, como los eritrocitos, que circulan
libremente en el mismo vaso y en la misma posicién radial. La velocidad que
separa el rodamiento del flujo celular libre se denomina velocidad critica o ve-
locidad hidrodindmica. La familia selectina de receptores tansmembranares de
adhesion media este proceso de rodamiento. La P-selectina es el miembro mas
importante de la familia en esta etapa. La P-selectina puede soportar la captura
y el rodamiento en ausencia de L-selectina. Aunque la P-selectina se identificd
inicialmente en las plaquetas, también se encuentra en los cuerpos de Weibel-
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Palade de los endoteliocitos humanos. Tras la agresion tisular, la P-selectina es
rapidamente expresada sobre la superficie del endotelio venular, al que le con-
fiere cierta pegajosidad para los leucocitos. PSGL-1 se expresa constitutivamente
sobre la superficie de los linfocitos, monocitos y neutréfilos, por lo que todas
estas células ruedan sobre el endotelio. Durante el rodamiento, se forman ata-
duras entre el endotelio y el borde frontal del leucocito y se rompen las exis-
tentes entre la cola del leucocito y su soporte. Mientras tanto, las integrinas leu-
cocitarias mantienen su estado de reposo y sus ligandos inmunoglobulinicos
endoteliales mantienen sus niveles de control. Las selectinas de los tipos Ly E
toman también parte en el proceso de rodamiento. La L-selectina es menos efi-
caz que la P-selectina, pero en el proceso inflamatorio normal es necesaria para
la captura e inicio del rodamiento. Por su parte, la E-selectina es responsable de
las interacciones que dictan la transicion hacia la etapa de rodamiento lento, que
suceden a una velocidad inferior a 10 ums™ y, posiblemente, en la iniciacién de
la etapa de anclaje o de adhesion firme. La velocidad circulatoria de los leuco-
citos en el territorio venular es, aproximadamente, 120 um s™; y la velocidad
de rodamiento en ese territorio es de, aproximadamente, 20-40 um s *.

El rodamiento lento requiere la expresion de E-selectina sobre las células en-
doteliales y de integrinas CD18 sobre los leucocitos rodantes, y se ha denomi-
nado etapa de rodamiento lento o de frenazo para distinguirla del rodamiento
rapido que no exige la presencia de citoquinas. El tiempo de trénsito a través
del lecho microvascular y, més especificamente, el tiempo de contacto durante
el que el leucocito estd en intima relacion con el endotelio, parece ser un para-
metro clave en la consecucién del éxito del proceso de reclutamiento que cul-
mina con la adhesién firme o anclaje. El tiempo de trdnsito del leucocito pare-
ce que se relaciona con las citoquinas presentes en la superficie endotelial y que
son accesibles al leucocito mientras que estd rodando. Los leucocitos rodantes
son activados por los quimioatractores expuestos sobre la superficie endotelial
y a través de sefales incitadas por moléculas de adhesion. También es posible
que la velocidad de rodamiento pueda tener un efecto independiente del tiem-
po de trdnsito, porque acontecimientos secundarios de acoplamiento (por ej.,
mediados por B2 integrinas) pueden ser incompetentes a menos que los leuco-
citos permanezcan cierto tiempo en una posicién favorable para establecer con-
tactos. Aunque el rodamiento lento hace mucho mds eficiente el reclutamiento
leucocitario no es estrictamente requerido, porque altas concentraciones de qui-
mioatractores pueden detener leucocitos en rodamiento rdpido.

Se piensa que la mayoria, si no todos, los leucocitos se adhieren tinicamente
tras haber rodado; la adhesion directa desde el pul de leucocitos en flujo libre es
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excepcional. El factor principal, aunque no suficiente, lo representan las integri-
nas de la familia CD18, aunque otras integrinas pueden ser importantes para po-
ner en marcha vias alternativas. La integrina mas importante es la LFA-1, mien-
tras que otro miembro de la familia, la integrina Mac-1, se requiere en los procsos
de activacion y de fagocitosis de los leucocitos. Los leucocitos en rodamiento
lento no se detienen abruptamente, sino que frenan de manera gradual reducien-
do progresivamente su velocidad hasta que se detienen y adhieren de manera es-
table. Esta desaceleracion es estrictamente dependiente de integrinas CD18, aun-
que requieren ser activados, al menos parcialmente, antes de detenerse. Este
proceso tiene lugar en, aproximadamente, un minuto, y, aunque se conoce que
estd involucrado el receptor IL-8, parece que sefiales iniciadas por receptores de
adhesion también contribuyen a este proceso de reclutamiento leucocitario. Las
integrinas CD18 leucocitarias, LFA-1 y Mac-1 pueden acoplarse a las inmuno-
globulinas endoteliales ICAM-1 e ICAM-2. Una vez adherido, el leucocito mi-
gra a través de uniones interendoteliales si existe un gradiente exdgeno de qui-
mioatractores, siendo IL-8 y FP los mas eficaces.

Las selectinas son una familia de moléculas transmembranares expresadas
sobre la superficie de los leucocitos y de las células endoteliales activadas
(Figura 24). Las selectinas contienen un dominio extracelular N-terminal con
homologia estructural con las lectinas dependientes de calcio; a continuacién
muestran un dominio homélogo al factor de crecimiento epidérmico vy, luego,
de dos a nueve repeticiones de consenso cuyas secuencias son similares a las
encontradas en las proteinas reguladoras del sistema del complemento sérico.
Cada uno de estos receptores de adhesioén se insertan mediante un dominio
hidrofébico transmembranar que se prolonga mediante una corta cola que
representa el extremo C-terminal, citoplasmadtico, de la molécula. El anclaje
inicial de los leucocitos durante la inflamacién es abordado por la familia
selectina, que logra frenar el movimiento de los leucocitos, a lo largo del
endotelio, mediante interacciones adhesivas transitorias y reversibles que, en
conjunto, se denomina rodamiento leucocitario. Cada una de las tres selectinas
—L, Py E — puede mediar en el rodamiento si se dan las condiciones
apropiadas. La L-selectina es la mds pequeiia de las selectinas vasculares y se
encuentra en la préctica totalidad de los leucocitos. La P-selectina es la mayor
de la familia y se expresa en plaquetas y endoteliecitos activados. La E-selectina
se expresa sobre células endoteliales activadas por citoquinas.

La mds pequena de las selectinas vasculares —L-selectina, LECAM-1, LAM-
1, Mel-14, gp90™' o0 Leu8/TQ-1)— es una molécula de 74-100 kDa que se expre-
sa constitutivamente en los extremos de las microprotusiones (microvillis) de las
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FiGura 24.  Las selectinas son una familia de moléculas transmembranares, expresadas sobre la
superficie de los leucocitos y de las células endoteliales vasculares activadas. Las selectinas con-
tienen un dominio N-terminal extracelular con homologia estructural con las lectinas depen-
dientes de calcio; luego, un dominio homdélogo al factor de crecimiento epidérmico (EGF), se-
guido de dos a nueve dominios repetitivos, similares a secuencias encontradas en proteinas
reguladoras del complemento. La selectina atraviesa la membrana mediante un dominio hidro-
fobico, al que sigue el extremo C-terminal citosdlico. El contacto inicial del leucocito con el en-
dotelio activado se realiza a través de selectinas, lo que actiia a modo de freno; ello endentece
la marcha del leucocito, lo que proporciona el tiempo suficiente para que se establezcan nuevos
contactos, cada vez mds eficaces aunque todavia reversibles y transitorios, que prdcticamente de-
tienen el leucocito sobre el endotelio. L-selectina, la mds pequeria de la familia, se encuentra en
la mayoria de los leucocitos. P-selectina, la mayor de las selectinas, se expresa sobre células en-
doteliales y plaquetas activadas. E-selectina se expresa sobre endotelio activado. Durante la res-
puesta inflamatoria, la adhesion de los leucocitos al endotelio estd controlada por la interaccion
de selectinas vasculares a ligandos glicoproteicos complementarios, especialmente PSGL-1, que
presentan estructuras oligosacdridas para los dominios lectina de las selectinas. Enlaces transi-
torios entre receptores (selectinas) y sus ligandos median los pasos iniciales de la cascada de
adhesion. Modificada de: Kalus et al.”
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Ficura 25.  Selectinas e integrinas se disponen estratégicamente sobre la superficie del leucoci-
to. Aquellas moléculas que intervienen en las primeras fases de la cascada de adhesion —ligan-
dos para P-selectina y E-selectina endoteliales; L-selectina leucocitaria que interaccionard con li-
gandos endoteliales, e integrina leucocitaria 3, (VLA-4) que lo hard con ligandos endoteliales de
la familia inmunoglobulinica— se sitiian en la cuspide de los microvilli de la membrana leucoci-
taria. Las moléculas que participan en las fases tardias —integrinas leucocitarias B,(Mac-1, p150-
95 y LFA-1)— se ubican en los fondos de las interdigitaciones de los microvilli. Para que este se-
gundo frente alcance sus dianas - ligandos inmunogloblinicos (ICAM-1) sobre el endotelio, los
actores iniciales deben ser desplazados; ello lo realizan citoquinas quimiotdcticas, que destruyen
las interacciones entre las selectinas y sus ligandos. Modificada de: Kalus et al.*'

membranas de los granulocitos, monocitos y linfocitos (Figura 25). La L-selecti-
na juega un papel primordial en la captura de los leucocitos por el endotelio vas-
cular en las fases iniciales de la cascada de adhesion. Tras la captura, la L-selecti-
na es eliminada de la superficie de los leucocitos tras el estimulo quimioquinico.
La L-selectina interactia con tres contrarreceptores o ligandos: MAdCAM-1,
GlyCAM-1 y CD34. La P-selectina es la mayor de las selectinas, con un peso mo-
lecular de 140 kDa. Contiene nueve repeticiones de consenso que extienden la mo-
lécula hasta 40 nm m4s alld de la superficie del endotelio. La P-selectina, también
denominada CD62P, GMP-140, LECAM-3 y PADGEM, se expresa en los o—gréa-
nulos de las plaquetas activadas y en los granulos de las células endoteliales. A los
pocos minutos del estimulo de las células endoteliales por los mediadores infla-
matorios como histamina o trombina, la P-selectina es expuesta en la superficie ce-
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lular, teniendo una vida corta, aproximadamente diez minutos. IL-1 y TNF-o. pro-
vocan una segunda respuesta biosintética de novo diferida, aproximadamente, dos
horas. El ligando primario de la P-selectina es PSGL-1, que se encuentra constitu-
tivamente en los leucocitos. Otros ligandos para la P-selectina son CD24 y otras
moléculas no bien caracterizadas. Las interacciones transitorias entre la P-selecti-
na y PSGL-1 permiten el rodamiento leucocitario a todo lo largo del endotelio ve-
nular. La P-selectina es responsable, en gran parte, de la fase de rodamiento de la
cascada de adhesion leucocitaria. La P-selectina puede también mediar en la cap-
tura cuando no hay L-selectina. La E-selectina —ELAM-1, LECAM-2— se ex-
presa sobre la superficie de las células endoteliales en respuesta a la accién de las
citoquinas. Los ligandos para la E-selectina no se conocen bien, duddndose de que
PSGL-1 y ESL-1 participen como tales, y ni siquiera esta claro que el ligando sea
una glicoproteina, pues algunos glicolipidos pueden asumir el rodamiento depen-
diente de E-selectina. Aunque las selectinas P y E tienen funciones redundantes,
diversos estudios indican que la P-selectina es responsable del inicio del roda-
miento, mientras que la E-selectina frena al leucocito y lo adhiere.

Durante la respuesta inflamatoria, la adhesién de los leucocitos a las células en-
doteliales se controla merced al ligamiento de las selectinas vasculares a glicoli-
gandos complementarios. La formacién de ligaduras 14biles, transitorias, entre am-
bos participantes, median los pasos iniciales de la cascada de adhesion. Las tres
selectinas pueden reconocer glicoproteinas y/o glicolipidos que contienen el tetra-
sacdrido sialil-Lewis (sialil-CD14). Este tetrasacrido se encuentra en la superifi-
cie de todas las células mieloides circulantes y estd compuesto por dcido sidlico,
galactosa, mucosa y N-acetil-glalactosamina. No estd claro como las selectinas lo-
gran interacciones especificas con sus ligandos, dado la estructura hidrocarbonada
comtin. PSGL-1 y CD24 han sido caracterizados como posibles ligandos de la P-
selectina. Para la L-selectina se han identificado cuatro posibles ligandos: GlyCAM-
1, MAdCAM-1, CD34 y PSGL-1. Se desconocen ligandos especificos de la E-se-
lectina. PSGL-1 es un homodimero formado por dos cadenas polipeptidicas de 120
kDa, constitutivamente expresado en todos los leucocitos y que se encuentra sobre
las cimas de sus microvilli. PSGL-1 se liga a la P-selectina para garantizar la fase
de rodamiento de la cascada de adhesion.

Las integrinas son una gran familia de glicoproteinas heterodiméricas trans-
membranares que ligan las células a las proteinas de la matriz extracelular de los
basamentos membranares o a ligandos en otras células (Figura 26). Las integrinas
contienen subunidades grande (o) y pequena (3) de pesos moleculares de 120-170
kDa y 90-100 kDa, respectivamente. Algunas integrinas median el reconocimiento
y las interacciones celulares directas. Las integrinas contienen sitios de acoplamiento
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FiGura 26. Las integrinas son una gran familia de glicoproteinas heterodiméricas transmem-
branares, que agarran las células a las proteinas de la matriz extracelular de los basamentos
membranares o a ligandos sobre otras células. Las integrinas constan de una cadena mayor (o)
y otra mds pequena (B). Las integrinas forman varias subfamilias que comparten una subunidad
B comiin, que se asocia con diferentes cadenas o. Integrinas [, —Mac-1, p150-95 y LFA-1— se
expresan, exclusivamente, sobre leucocitos. El miembro mds importante de la subfamilia 3, es
VLA-4. Las integrinas interaccionan con ligandos de la superfamlia de las inmunoglobulinas.
ICAM-1 es el principal ligando para las integrinas leucocitarias de la subfamilia f3,, y VCAM-1
para la subfamilia B,. Modificada de: Kalus et al.”

para cationes divalentes (Mg”* y Ca*) que son necesarios para su funcién adhesi-
va. Las integrinas de los mamiferos forman varias subfamilias que comparten su-
bunidades B comunes que se asocian con diferentes subunidades o. Las integrinas
del tipo B3, se expresan exclusivamente sobre la superficie de los leucocitos, y su-
fren un cambio conformacional secundario a una fosforilacién de la subunidad 3
tras la activacién leucocitica por citoquinas. Las integrinas incluyen cuatro hetero-
dimeros diferentes: la integrina 3, predominante CD11a/CD18 (LFA-1) es critica en
la transmigracion de los neutrdfilos e importante en la transmigracion de otros sub-
tipos de leucocitos; CD11b/CD18 (Mac-1), exclusiva de granulocitos y de monoci-
tos, comparte las funciones de LFA-1 y se almacena en grdnulos especificos que
son transportados a la superficie del granulocitos tras su activacion por moléculas
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quimioatratoras; CD11¢/CD18 (p150,95) y CD11d/CD18. ICAM-1 (CD54), un
miembro de la superfamilia inmunoglobulina de moléculas de adhesion, es el prin-
cipal ligando de LFA-1 y de Mac-1. Una mutacion en el gen que codifica la molé-
cula B,—~CDI18 resulta en un trastorno genético: deficiencia en la adhesién leucoci-
tica (LAD), en la que los pacientes padecen infecciones bacterianas recurrentes
debido a la incapacidad para reclutar eficazmente granulocitos en el foco inflama-
torio. El miembro mds importante de la subfamilia de las integrinas 3, en los leu-
cocitos es VLA-4 (también denominado CD49d/CD29 y a,3,). VLA-4 se acopla a
su ligando VCAM-1, y es el principal responsable para la adhesion de los linfoci-
tos al endotelio vascular y del reclutamiento de los leucocitos en el foco inflamato-
rio. VLA-4 se liga a fibronectina y a VCAM-1 (CD106), un miembro de la super-
familia de las inmunoglobulinas que se expresa en la superficie de las células
endoteliales tras su activacion citoquinica.

En resumen, los leucocitos neutréfilos, que han contactado con los edoteliocitos
a través del sistema de selectinas, son activados inicialmente por el TNF-o. y los
leucotrienos producidos por los mastocitos y por otros neutréfilos, lo que conduce
a la liberacion de pequefias cantidades de elastasa. La elastasa desprende la cubier-
ta antiadhesiva de leucosialina (CD43) que recubre los neutréfilos, lo que permite
que sus integrinas se expongan y completen la adhesion y extravasacion leucocita-
ria al formar puentes estables con las proteinas de la matriz extracelular (ECM). La
sefial binaria del engarce de las integrinas a la ECMs junto con el estimulo produ-
cido por el TNF-o y quimioquinas, induce la desgranulacién y el estallido respira-
torio masivo de los leucocitos, lo que resulta en la liberacién de proteinasas —elas-
tasa, catepsina G y proteasa—, proteinas antimicrobianas —BPIP, defensinas,
serprocidinas y azuricidina— y oxidantes —perdxido de hidrégeno, hipohaluros y
cloraminas—. Los oxidantes activan metaloproteinasas de la matriz (MMPs) e in-
activan los inhibidores de las proteasas, que provocan la destruccion tisular (Figu-
ra 27). Las MMPs activadas inducen la liberaciéon de TNF por los macréfagos y
por los monocitos atraidos desde la sangre al tejido por la azuridina liberada por los
neutréfilos. EI TNF y las quimioquinas liberadas por los macréfagos y monocitos
atraen y activan mds neutréfilos. Por otro lado, el TNF y las quimioquinas macro-
fagicas se combinan con prostaglandina E2 (PGE2) y defensinas liberadas por neu-
tréfilos, para reclutar linfocitos; mientras que los leucotrienos ayudan a atrapar cé-
lulas dendriticas presentadoras de antigenos. Y los linfocitos, con la ayuda de
productos bacterianos, mantienen y potencian la activacion de los macréfagos que
secretan proteasas, eicosanoides, citoquinas, especies reactivas de oxigeno y NO ¥,

Existe un canon de la inmunologia para la activacién celular: las células B ne-
cesitan el emparejamiento receptor-antigeno mas sefiales facilitadotas de las célu-
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Ficura 27.  Los fagocitos activados engullen material extraiio previamente opsonizado. Una vez

formado el fago-lisosoma, el leucocito vierte en él productos fuertemente oxidantes —ROS—, pép-

tidos microbiciadas e hidrolasas, que destruyen al microorganismo en el confinamiento vacuolar.

Sin embargo, tales productos, en principio defensivos, pueden escapar al medio extracelular
procando autolesiones.

las T; las células T necesitan el emparejamiento receptor-antigeno mas sefiales fa-
cilitadotas de las células presentadoras de antigenos (APCs), y las APCs, inclui-
dos los macrofagos, necesitan citoquinas mas productos microbianos o citoquinas
mas ligamiento de CD14 o productos microbianos mds productos de las células
huésped necréticas. La cadena de sefiales comienza con la activacion de mastoci-
tos y neutréfilos, y su activacién mantenida condiciona la activacién de APCs, cé-
lulas T y células B en el proceso de transicion durante el que la respuesta infla-
matoria innata evoluciona a respuesta inmunoldgica adaptativa. La combinacién
de daio celular e infeccion mantiene la respuesta inflamatoria que provoca la apa-
ricién en escena de la inmunidad adaptativa >*.

Ile. La respuesta del organismo

La respuesta de fase aguda (APR) * se refiere a una amplia serie de aconteci-
mientos fisioldgicos, que se inician inmediatamente después de que haya tenido
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lugar una infeccién o cualquier otro tipo de agresion al organismo. La APR se ca-
racteriza por fiebre, cambios en la permeabilidad vascular y cambios en los per-
files metabdlicos de varios érganos. La respuesta se inicia y coordina por diver-
sos mediadores inflamatorios, especialmente citoquinas, y hormonas,
fundamentalmente glucocorticoides. Las primeras son liberadas precozmente des-
de el foco inflamatorio por fagocitos mononucleares, linfocitos y otros tipos cé-
lulas diferenciados activadas, y tienen potentes efectos locales y sistémicos. La
cascada de mediadores induce la activacion, proliferacion, cambios del compor-
tamiento y cambios metabdlicos de una serie de células y de tejidos. Todo ello
con el objetivo de neutralizar el agente agresor, controlar el proceso inflamatorio
y promover el proceso de reparacién y, asi, iniciar el retorno a la normalidad fi-
sioldgica. Es importante considerar la inflamacién y la consiguiente respuesta de
fase aguda como un proceso homeostitico dindmico que involucra a todos los
principales sistemas del organismo a parte de los sistemas inmunoldgico, cardio-
vascular y nervioso central (CNS). Normalmente, la APR perdura no mds alld de
unos pocos dias; sin embargo, en casos de inflamacion recurrente o crénica, la
permanencia aberrante de algunos de los ingredientes de la APR contribuye a ero-
sionar el tejido conduciendo, a la larga, al establecimiento de una patologia defi-
nida en un determinado tejido, como arteriosclerosis o patologias secundarias a
amiloidosis reactiva como en algunas enfermedades neurodegenerativas *°.

Un aspecto importante de la APR es que altera radicalmente el perfil biosin-
tético hepdtico. En condiciones normales el higado produce, de manera estable,
un espectro caracteristico de proteinas plasmadticas. Muchas de ellas tienen im-
portantes funciones, requiriéndose elevadas concentraciones de tales proteinas ante
situaciones de un estimulo inflamatorio. Aunque la mayorfa de las proteinas o re-
actantes de fase aguda son sintetizadas por los hepatocitos, algunas de ellas lo son
por otros tipos celulares, que incluyen monocitos, células endoteliales, fibroblas-
tos y adipositos. Se denominan proteinas negativas de fase aguda aquellas cuya
concentracion plasmdtica decrece durante la APR; ello para incrementar la capa-
cidad hepdtica para sintetizar proteinas inducidas de fase aguda.

De los muchos factores solubles que inician y mantienen una respuesta infla-
matoria, varios de ellos regulan especificamente la transcripcion de proteinas APR.
Entre aquellos: IL-1, IL-6, IL-11, TNF-q., factor inhibidor leucémico (LIF), fac-
tor de crecimiento transformante § (TGF-[3), factor neurotrépico ciliar (CNTF),
interferén y (IFN-y), oncostatina M, dcido retinoico o glucocorticoides, como fac-
tores positivos, y dcido okadaico o insulina, como factores negativos. Un hecho
importante de la APR es que IL-1 y TNF-a estimulan, via CNS, la sintesis de glu-
cocorticoides por las glandulas suprarrenales; lo que resulta en una potenciacién
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cooperativa con IL-1 y TNF-q, al estimular los glucocorticoides la sintesis de pro-
teinas APR por el higado. Este efecto es coincidente con la atenuacién de la sin-
tesis de IL-1 por los macrdfagos, credndose una mecanismo de retroalimentacién
entre el sistema inmunolégico y el CNS para reducir la sintesis de novo de cito-
quinas proinflamatorias. La expresion de los genes APR estd regulada por facto-
res nucleares (NFs) de transcripcion: NF-xB, C/EBPB, AP-1 y factor APR, as{
como por el receptor de glucocorticoides y factores de transcripcién hepatoespe-
cificos como los factores nucleares hepatociticos (HNFs). Existe, ademads, una re-
gulacion post transcripcional: acortamiento de la vida media de los mARNs de
ApoAl y de albiimina mediada por TGF-B3 *’, en el caso de las proteinas APR ne-
gativas, y una estabilizacién de los mARNSs de las proteinas APR inducidas por
citoquinas y glucocorticoides.

Las proteinas APR desempeifian un amplio abanico de actividades que con-
tribuyen a la defensa del huésped: neutralizan a los agentes inflamatorios, ayu-
dan a minimizar la extension del dafio tisular y participan en la reparacion y re-
generacidn tisular. El incremento en la concentracidon plasmaética de muchos de
los componentes del sistema del complemento sérico y su posterior activacion
son esenciales para la acumulacion local de fagocitos y de proteinas plasmaéti-
cas, y participan en la destruccion de los agentes infecciosos, en la eliminacién
de cuerpos extraios y de restos celulares, y en la reparacion del tejido lesiona-
do **. Los componentes del sistema de la coagulacién, como el fibrinégeno, jue-
gan un papel esencial en la promocién de la cicatrizacion. Los inhibidores de
las proteinasas neutralizan a las hidrolasas lisosémicas liberadas tras la infiltra-
cién de monocitos y de neutréfilos activados, controlando asi la cascada proin-
flamatoria dependiente de hidrolasas. Proteinas acopladoras de metales quelan
el hierro perdido durante la inflamacién impidiendo su captacién por las bacte-
rias, y actian como exclusas de radicales libres de oxigeno. En general, las pro-
teinas APR son inducidas entre el 50% y varias veces sus niveles normales, pero
las denominadas proteinas APR principales multiplican x1000 su produccién.
Este grupo incluye el componente amiloide sérico A (SAA), y proteina C reac-
tiva (CRP) en humanos o su homélogo componente amiloide sérico P (SAP) en
el raton.

Las proteinas APR principales en los mamiferos incluyen SAA y CRP o SAP,
dependiendo de la especie animal. CRP y SAP son pentraxinas, proteinas con
una organizacion homopentamérica caracteristica. Generalmente solo una de
esas proteinas es una proteina APR en una especie determinada: en humanos la
concentracion plasmdtica de SAP, en condiciones normales es, aproximada-
mente, 30 g ml”, sin que se modifique en situaciones inflamatorias; no es, por
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tanto, una proteina APR en humanos. Por el contrario, la concentracién sérica
de CRP (1 pug ml™'") puede incrementar mds de mil veces en situaciones infla-
matorias y dependiendo de la gravedad del cuadro; un comportamiento que la
identifica como una verdadera proteina APR en humanos. La induccién especi-
fica de especie de CRP o de SAP durante la APR, sugiere que la exigencia de
una pentraxina debe tener responder a alguna actividad fisiol6gica comtn, tal
vez su capacidad de acoplarse a la cromatina. La proteina C-reactiva, que debe
su nombre a su capacidad de ligar el polisacdrido C del Prneumococcus, presenta
una estructura anular (donuts) pentamérica y actia como una opsonina para las
bacterias, pardsitos y complejos inmunoldgicos, y puede activar la via clasica
del complemento sérico; también puede modular el comportamiento de neutro-
filos, monocitos y plaquetas; ademads, se une a histonas y a pequefias particulas
de ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs). SAP, que presenta una estructura si-
milar a un par de donuts apilados, es la forma circulante del componente ami-
loide P, que es un componente de todos los depdsitos amiloides. Es un compo-
nente normal de los basamentos membranares y comparte las funciones de la
CRP. IL-6 sola o en combinacién con IL-f3 provoca un incremento significati-
vo e inmediato de mARN-CRP en hepatocitos humanos en cultivo.

SAA es el nombre colectivo dado a una familia de proteinas polimérficas co-
dificadas por multitud de genes en diversas especies de mamiferos. Las SAAs
son pequeiias apolipoproteinas que se asocian rdpidamente durante la APR con
lipoproteinas de densidad elevada (HDL3). Aunque no estd bien establecida la
significacién funcional de la asociacion entre SAA y HDL3, el desplazamiento
o reemplazamiento de la ApoAl por SAA puede interferir el metabolismo del
colesterol. SAA puede representar una sefial por la que HDL3 se reconduce hacia
los macréfagos en vez de a los hepatocitos (la sefial prohepatocitica seria
ApoAl), lo que favoreceria el engullamiento y retirada de restos lipidicos pro-
cedentes de células dafiadas en el proceso inflamatorio. Aunque no estd bien
comprendido su papel en la APR, el SAA inhibe la fiebre y la sintesis de PGE2
en el hipotdlamo, inducidas por IL-f3 y TNF-o; también inhibe la activacion de
las plaquetas inducida por trombina y la explosion respiratoria de los fagocitos
activados. Por otro lado, la presencia mantenida de las proteinas APR causada
por un proceso inflamatorio crénico puede acarrear consecuencias desastrosas:
los depdsitos amiloides que se acumulan en bazo, rifién o higado —amiloido-
sis reactiva o secundaria—, producidos en enfermedades crénicas o recurrentes
como tuberculosis, lupus eritematoso o artritis reumatoide, estdin compuestos,
principalmente, de amiloide A derivado, probablemente por proteolisis, del pre-
cursor SSA. El componente amiloide P, derivado de SAP, estd asociado con pla-
cas de amiloide A y otras formas de depdsitos amiloides, incluidas las presen-
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tes en la enfermedad de Alzheimer. Y la asociacion de SSA con HDL3 sugiere
la participacion de las proteinas APR en la arteriosclerosis.

Otra proteina APR es la fosfolipasa A, (PLA,). PLA, hidroliza fosfolipidos
generando dcido araquidonico, y cataliza el paso limitante en la formacién de
eicosanoides. En humanos se han identificado diferentes formas de PLA,: va-
rias formas citosdlicas, y dos formas secretadas (PLA, soluble: sPLA,), los ti-
pos I secretado por el pancreas y II producido por diferentes tipos celulares, es-
pecialmente los hepatocitos. La forma soluble hepética es estimulada por IL-1J3,
IL-6 y TNF-o..

Los fosfolipidos (PLs) estdn asimétricamente distribuidos entre las ldminas
interna y externa de las membranas bioldgicas: la lamina externa contiene pri-
mariamente esfingomielina (SM) y fosfatidilcolina (PC), mientras que la ldmi-
na interna incluye fosfatidilserina (PS) y fosfatidiletanolamina (PE). El mante-
nimiento de esta asimetria es dependiente de energia y requiere adenosina
trifosfato (ATP). En ausencia de ATP, se produce un intercambio entre los fos-
folipidos de las 1aminas interna y externa («flip-flop»). La PLA, pancredtica, es-
trechamente relacionada con la sPLA, Il en términos de estructura y de funcién,
es capaz de hidrolizar los PLs de la ldmina interna pero no los de la externa;
por su parte, la SPLA, II es capaz de interaccionar con los PLs situados en la
ldmina externa cuando la membrana estd sometida al fenémeno de flip-flop. Es
posible que esta capacidad de la sPLA, Il de discernir entre membranas norma-
les y membranas con flip-flop sea aprovechado por proteinas APR para atacar
células dafiadas. Tras la interaccién con SPLA, II, las células incrementan el con-
tenido de liso-PLs (PLs que han perdido un acido graso), especialmente liso-
PC, en la lamina membranar externa. Esta modificacién, junto con la presencia
de PS y de PE, distorsiona el empaquetamiento de los PLs en la estructura mem-
branar externa y expone sitios, hasta entonces cripticos, que permiten el atraca-
miento de la CRP sobre la superficie externa de la membrana celular. Una vez
anclada la CRP induce, a través de la via cldsica, la activaciéon del complemento
que, a su vez, potencia el influjo de fagocitos al foco inflamatorio (por generar
C5a) y favorece la fagocitosis de las células que incorporan sobre su superficie
CRP y complemento ** (Figura 28).

CRP y sPLA, han permanecido muy conservadas durante la evolucion de los
vertebrados y pueden actuar conjuntamente para favorecer la fagocitosis de células
comprometidas metabdlicamente. Presumiblemente, este mecanismo ha
evolucionado para retirar células isquémicas y detritus tisulares de las heridas a
efectos de permitir una rdpida reparacién del tejido lesionado. Sin embargo, la
inhibicién de la activacién del complemento parece que reduce la necrosis tisular,
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Ficura 28. Papel hipotético de la fosfolipasa A, secretada tipo Il (sPLA,) y de la proteina C
reactiva (CRP) en la promocion de la fagocitosis de las células lesionadas durante la fase inicial
del proceso inflamatorio. (a) Fosfatidilserina (PS) y fosfatidiletanolamina (PE), ambas mostradas
en color, solo se localizan en la ldmina interna de la bicapa fosfolipidica que conforma la
membrana celular; tal asimetria es un proceso dependiente de energia que consume ATP. (b) Los
fosfolipidos (PLs) de las membranas dafiadas pierden dicha simetria (flip-flop) como consecuencia
de la baja concentracion de ATP intracelular. (c) Las membranas flip-flopeadas, pero no las
membranas normales, son susceptibles a la hidrolisis por sPLA,, que genera lisofosfolipidos
(LPLs) en la membrana externa. (d) La presencia de LPLs en tal localizacion crea lugares de
acoplamiento para la CRP, que activa, sobre la superficie celular y a través de la via cldsica, al
complemento (C’). Modificada de: Hack et al. ”; fig. 1, pdg. 112).

por ejemplo tras un infarto del miocardio. Es posible que la accién combinada de
sPLA,, CPR, complemento y fagocitosis, en los tejidos dafiados, no haya
conseguido la suficiente fineza para discriminar entre células dafiadas reversible o
irreversiblemente. Por ello, las correlaciones clinicas entre la activacion de sPLA,,
CPR y complemento e IL6, observadas en varias enfermedades incluidas la sepsis,
artritis o infarto del miocardio, pueden reflejar un mecanismo patogénico de base
que contribuye a la inflamacién y, a la postre, al dafio tisular. Con todo, un nimero
de proteinas APR son capaces de inhibir la accién de los anteriores actores. Ademads,
componentes destacados de la APR son protefnas microbicidas ®

Durante la situacién de sepsis se produce una marcada elevacién de adreno-
medulina (AM) en el plasma de los pacientes. AM se produce como prohormona
cuyo procesamiento origina dos péptidos: AM y PAMP. AM comparte homologia
con con CGRP y amilina, y circula preferentemente vehiculado por una proteina
(AMBP-1) identificada como el factor H del sistema del complemento, un inhibi-
dor de las vias clésica y alternativa de la cascada del complemento. AM y PAMP
inducen la produccién de MIF y de IL-6, dos factores moduladores, y deprimen la
expresion de TNF-a, pro-iflamatorio; por otro lado, son potentes moléculas anti-
microbianas, cuyo precursor, producido en epitelios, mucosas y neutréfilos, esta
bajo control de IL-1 y activacion de NF-xB. AM comparte la capacidad microbi-
cida los péptidos antibidticos de los eucariotes superiores.
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La diversidad de péptidos antimicrobianos descubiertos es tan grande —cerca de
500—, que es dificil categorizarlos excepto sobre la base de sus estructuras secundarias.
El principio estructural primario es la capacidad de la molécula para adoptar una forma
en la que grupos de aminoécidos catiénicos e hidrofébicos se organicen espacialmente
en sectores discretos de la molécula (disefio anfipatico). Para actuar aprovechan el
talon de Aquiles de las membranas procaridticas. Las membranas de las bacterias se
organizan de tal manera que la zona més externa de la bicapa, la superficie expuesta
al medio ambiente, estd ampliamente poblada de lipidos con cabezas fosfolipidicas
polares (cargadas negativamente). Por el contrario, la ldmina externa de los eucariotes
estd compuesta, principalmente, de lipidos sin carga neta (en los mamiferos, colesterol);
la practica totalidad de las cabezas polares se congregan en la ldmina interna, cara al
citoplasma. El modelo que explica la accion de la mayoria de los péptidos
antimicrobianos es el de Shai-Matsuzaki-Huang ® (SMH, o modelo de envoltura
—las moléculas peptidicas acaban por envolver y «asfixiar» al microorganismo— y/o
poro tipo donut —las moléculas perforan la pared bacteriana—), que presupone la
interaccion del péptido con la membrana, seguido del desplazamiento de los lipidos
membranares, alteracion de la estructura membranar y, en ciertos casos, entrada del
péptido en el interior celular. En general, los péptidos que operan segtin el modelo
SMH destruyen microbios a concentraciones micromolares. Epitelios, mucosas y
fagocitos humanos producen defensinas tanto constitutivamente como inducidas por
citoquinas, y como otros péptidos microbicidas no inducen resistencia bacteriana, son
poderosos adyuvantes y solapan acciones con las citoquinas.

IIf. Autorregulacion del proceso

Poco después de iniciarse los ciclos proinflamatorios descritos, se accionan una serie
de frenos en los que las lipoxigenasas son piezas importantes. El araquidonato liberado
de los neutréfilos sirve de sustrato a la S-lipoxigenasa de los propios neutréfilos para
generar el proinflamatorio leucotrieno B4. Sin embargo, cuando los neutréfilos infiltran
los tejidos, también ceden araquidonato a estos, donde las células expresan 15-
lipoxigenasa. La 15-lipoxigenasa produce lipoxinas a partir del araquidonato. Las
lipoxinas son una clase de eicosanoides oxidados que se acoplan a receptores cuya sefial
bloquea el influjo de neutréfilos. Los neutréfilos también pasan a otras células un
metabolito intermedio de la 5-lipoxigenasa: leucotrieno A4, al que la 15-lipoxigenasa
convierte también en lipoxina. De esta manera interacciones intercelulares favorecen
una transicion en el perfil de los productos del araquidonato: desde los proinflamatorios
leucotrienos a los derivados antiinflamatorios de la clase ciclopentanonas (CyPGs:
PGFzg, PGA, y PGD,), que inhiben la actividad, no la produccion, de los factores de
transcripcion AP-1, STAT y NF-xB, y a las lipoxinas (Figura 29). Por su parte,
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Ficura 29. Las prostaglandinas (PGs) son pequerias moléculas lipidicas que regulan numerosos
procesos orgdnicos. La produccion de PGs comienza con la liberacion de dcido araquidonico o
eicosanoico de los fosfolipidos (PLs) de las membranas celulares, por accion de la fosfolipasa A,
en respuesta a estimulos inflamatorios. El dcido araquidonico es convertido a PGH, por las enzi-
mas ciclooxigenasas COX-1'y COX-2 (sintasa de prostaglandina-endoperoxido H). Se considera
que COX-1 se expresa constitutivamente en la mayoria de los tejidos y actiia para mantener pro-
cesos homesotdticos (ej. secrecion de moco o funcion renal). COX-2, por el contrario, es una en-
zima inducible y estd involucrada, primariamente, en la regulacion de la inflamacion. Estd en dis-
cusion una tercera forma (COX-3). La via COX, da lugar a prostaglandinas, tromboxanos y
prostaciclinas. Prostaciclinas y derivados ciclopentanona-PGs (cyPGs) —PGD2 y su metabolito
PGJ,— son eficaces antiinflamatorios, mientras que las PGs cldsicas —PGE, y PGF,,— y trom-
boxanos son pro-inflamatorias. El dcido araquidonico puede ser metabolizado a través de otras
dos vias enzimdticas: lipoxigenasas dan lugar a los hidroperoxidos leucotrienos y lipoxinas; y ci-
tocromo P450 forma derivados epoxidos. Mientras que los leucotrienos son potentes pro-inflama-
torios, las lipoxinas frenan el proceso inflamatorio. Durante el desarrollo del proceso inflamato-
rio se produce un desplazamiento hacia lipoxinas; ello mediante la reorientacion del metabolismo
hidroperoxido hacia intereses antiinflamatorios bajo la direccion de los productos de la via COX.
Existe una cuarta via metabolica del dcido araquidonico, no enzimdtica, dependiente de la produc-
cion de radicales libres de oxigeno [O*] por los fagocitos activados, que da lugar a isoprostanos.
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fosfolipidos de las membranas de las células endoeliales vasculares, oxidados por los
ROS producidos tras la activacién de los fagocitos, atemperan la expresion de moléculas
de adhesién *.

A la vez, productos microbianos y citoquinas inducen la produccién de ci-
clooxigenasa 2 (COX2) por los macréfagos . COX2 convierte araquidonato a
prostaglandina E2 (PGE2), que incrementa la permeabilidad vascular y, con ello,
el escape del liquido intravascular hacia el intersticio tisular (edema). Sin em-
bargo, cuando la concentracién local de PGE2 incrementa consigue un efecto
inhibidor de la COX2 y de la 5-lipoxigenasa, a la vez que induce la expresion
de 15-lipoxigenasa en los neutrdfilos. Tal efecto, diferido, desplaza el metabo-
lismo del araquidonato hacia la formacién de lipoxinas en los propios neutréfi-
los. De esta manera, tras varias horas de acciones la sefial proinflamatoria ini-
cial de la PGE2 se torna en una sefial antiinflamatoria *.

Después del potasio, ATP es la molécula intracelular mds abundante. Se
conocen bien sus funciones como fuente de energia, como cofactor y como sustrato
de un vasto niimero de reacciones, incluso de su papel como neutransmisor. Por
su parte, ADP, AMP y adenosina, subproductos del metabolismo de ATP, también
muestran una serie de efectos bioquimicos y fisioldgicos, primariamente como
mensajeros interelulares. La adenosina puede generarse a partir de nucleotidos de
adenina, bien intracelularmente como producto de la desfosforilizaciéon de AMP,
o en el medio extracelular como resultado de la desfoforilizacién de AMP por
ectonucleotidasa. Ratones privados de ectonucleotidasa CD39 hiperreaccionan a
diferentes agresiones cutdneas, y los que carecen de receptores purinérgicos A2a
sucumben a dosis subletales de microbios. Tales observaciones sugieren que CD39
degrada ATP extracelular y ADP secretado por células activadas o liberado desde
células dafiadas, generando adenosina, que acttiia suprimiendo la respuesta
inflamatoria de las células vecinas .

Mecanismos contrarreguladores, evolutivamente muy conservados, limitan
normalmente la respuesta inflamatoria aguda y previenen la difusién de los me-
diadores inflamatorios al torrente circulatorio. Células inmunocompetentes acti-
vadas liberan receptores truncados —resceptores solubles de TNF, sSTNFR — que
captan TNF libre circulante y neutralizan sus acciones proinflamatorias y poten-
cialmente téxicas. Otros factores contrarreceptores son el antagonista del receptor
de IL-1 y el receptor sefiuelo IL-1R tipo 2. Por su parte, se producen inactivado-
tes del complemento sérico y citoquinas antiinflamatorias, como la prototipica
IL-10 y el factor transformante del crecimiento-f (TGF-P), que inhiben especifi-
camente la liberacion de TNF y de otros mediadores proinflamatorios. Gluco-
corticoides adrenales, adrenalina, hormona estimulante melanocitica-oc (o-MSH)
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Ficura 30. Trans-sefializacion. Via cldsica de interaccion IL-6/IL-6R/gp130, y generacion de
sIL-6R que, tras acoplarse con su ligando, activa células que solo expresan una cadena gp130.
Modificada de: Rose-John et al.”; fig. 1, pdg. 228.

y otras cldsicas hormonas de estrés (ej. espermina) inhiben la sintesis de citoqui-
nas; ello, dentro de las interacciones o interfaz inmunoneuroendocrina .

Las citoquinas de la familia IL-6 actuan via de complejos receptores que
contienen, al menos, una subunidad de la proteina de transduccién de sefales
gp130. La familia comprende IL-6, IL-11, CNTF, cardiotrofina-1 (CT-1), factor
inhibidor de leucemia (LIF), neuropoyetina (NPN), oncostatina M (OSM), 1L-27
e IL-31. Sobre las células diana, IL-se asocian con un dimero de gp130 e,
inmediatamente, se inicia la casacada de sefiales intracelulares (Figura 30). Gp130
se expresa en practicamente todas las células del organismo; sin embargo, IL-6R
se expresa principalmente en hepatocitos —induce la sefial APR —, neutréfilos,
monocitos/macréfagos y algunos linfocitos. Ademads existe una forma soluble de
IL-6R (sIL-6R) que se produce por dos mecanismos: procesamiento alternativo
del mARN correspondiente, o por proteolisis parcial del IL-6R transmembranar.
Lo interesante de sIL-6R es que es capaz, unido con su ligando IL-6, de estimular
células que sélo expresan gp130; un proceso denominado trans-sefializacion. IL-
6 desempefia una serie de actividades que son criticas para resolver la inmunidad
innata y/o promover la adquirida. La transicion entre inmunidad innata y adquirida
es un acontecimiento central en la resolucién de cualquier situacién inflamatoria,
y la alteracién de la capacidad reguladora de la IL-6 puede distorsionar la respuesta
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Ficura 31.  Descripcion de los lazos de retroalimentacion negativa que pueden operar durante
la inflamacion. (a) Citoquinas (IL-1 y TNF) producidas por monocitos/macrdfagos activados es-
timulan el cerebro, que responde produciendo ACTH que, subsiguientemente, induce la librera-
cion de glucocorticoides (GCHs) desde la gldndula adrenal. GCHs e IL-6 suprimen la produc-
cion de IL-1 y de TNF. (b) Citoquinas producidas por macrdfagos y otras células activadas,
inducen la sintesis hepdtica de proteinas APR (APPs). Las APPs, en cooperacion con IL-6, in-
ducen la produccion de antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra), y la liberacion, por siega de
la secuencia epimembranar, de receptores de TNF solubles (STNF-R). IL-1ra y sSTNF-R bloquean
el efecto de los respectivos ligandos.

inmune y condicionar el comienzo de trastornos crénicos o autoinmunes. La IL-6,
a través de su capacidad de transefializacion, orquesta el reclutamiento leucocitario,
su activacion y su eliminacion apoptdtica, y a la vez, mediante la regulacion de la
secrecion de citoquinas, abre el camino a la fase inmunoadquirida

Por otro lado, la inflamacion en los tejidos periféricos altera la sefalizacion
neuronal en el hipotdlamo, habiéndose identificado bases moleculares comunes
para la comunicacién en neuronas y en células inmunocompetentes. Por ej., las
neuronas cerebrales pueden sintetizar y expresar TNF e IL-1, y esas citoquinas
pueden participar en la comunicacién neuronal. Esta comunicacién es bidirec-
cional, porque las citoquinas pueden inducir la liberacién de glucocorticoides vy,
a su vez, los glucocorticoides suprimen la sintesis continuada de citoquinas. A
su vez, las células inmunocompetentes pueden producir neuropéptidos, acetil-
colina y otros neurotransmisores (Figura 31).
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Ficura 32.  La via antiinflamatoria colinérgica. La activacion eferente en el nervio vago con-

duce a la liberacion de acetilcolina (ACh) en el tejido reticuloendotelial, que incluye higado, co-

razon, bazo y tracto gastrointestinal. ACh interactiia con receptores nicotinicos sensibles a o-

bungarotoxina sobre los macrdfagos; interaccion que inhibe la liberacion de TNF-o, IL-1 HMGB1
y otras citoquinas. Modificada de: Tracey %; fig. 1, pdg. 855.

La mejor comprensién de los mecanismos basicos que regulan la inflama-
cién ha permitido identificar un mecanismo neural que inhibe la activacion de
los macréfagos a través de la sefial parasimpatica. Se denomina via o «reflejo
antiinflamatorio colinérgico» ®; ello porque la acetilcolina, principal neuro-
transmisor parasimpdtico, desactiva a los macréfagos a ella expuestos (Figura
32). El nervio vago inerva los principales érganos, incluyendo aquellos que al-
bergan al sistema reticuloendotelial (higado, pulmones, bazo, rifiones e intesti-
no). La activacién experimental de la via anti-inflamatoria colinérgica, median-
te la estimulacion eléctrica directa de las fibras vagales eferentes, inhibe la
produccion de TNF en higado, bazo y corazén, y atenda la concentracion séri-
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ca de TNF durante la endotoxemia. Por su parte, la vagotomia exacerba la res-
puesta del TNF al estimulo inflamatorio y sensibiliza a los efectos letales de la en-
dotoxina. El encaje entre el sistema nervioso colinérgico y el sistema inmunol6gi-
co innato es un receptor presente en la superficie de los macréfagos: receptor
nicotinico de acetilcolina sensible a la a—bungarotoxina. La exposicién de macré-
fagos humanos, pero no de monocitos circulantes, a nicotina o a acetilcolina inhi-
be la liberacién de TNF, IL-1 e IL-18 en respuesta a endotoxina. Los macréfagos
tisulares, pero no los monocitos circulantes, producen la mayoria del TNF que apa-
rece en la circulacion sistémica durante una respuesta inflamatoria excesiva. La
interaccién entre el receptor colinérgico en los macréfagos y su ligando, inhibe la
sintesis de citoquinas proinflamatorias (TNF, IL-1 e IL-18), pero no las citoquinas
antiinflamatorias (IL-10) (Figura 33). La acetilcolina inhibe la expresion de la pro-
tefna TNF en macrofagos, pero no la produccion del mARN correspondiente, lo
que indica que la activacion del receptor colinérgico transduce sefales intracelula-
res que inhiben la sintesis de citoquinas en un estadio postranscripcional. Desde
una perspectiva simple existen razones por las que una via antiinflamatoria con
base neural es ventajosa. La trama antiinflamatoria difusible, que incluye gluco-
corticoides, citoquinas antiinflamatorias y otros mediadores humorales es lenta, di-
fusa, no integrada y dependiente de gradientes de concentracién. Por el contrario,
el reflejo antiinflamatorio colinérgico es discreto y localizado en los tejidos donde
la invasion y la lesion se produjeron (Figura 34).

El sistema nervioso central recibe sefiales sensoriales desde el sistema inmuno-
l6gico a través de rutas humorales y neurales. El sistema inmunolégico funciona
como un sexto sentido que detecta la invasion microbiana y produce moléculas que
trasladan esta informacion al cerebro. TNF y otros mediadores inmunolégicos pue-
den acceder a los centros cerebrales carentes de la barrera hematoencefdlica, lo que
ocurre en la regién circunventricular cerebral. Esta ruta humoral de comunicacion
entre los sistema inmunoldgico y nervioso ha sido involucrada en el desarrollo de
la fiebre, de la anorexia y de la activacion de la respuesta hipotdlamo-hipofisaria a
la infeccion y al estrés. La liberacion de citoquinas en el foco inflamatorio activa
fibras sensitivas que ascienden en el vago hasta sinapsar en el nicleo del tracto so-
litario, y un incremento de las sefiales vagales eferentes suprime, como se ha in-
dicado, la liberacién de citoquinas en la periferia a través de la via antiinflamato-
ria colinérgica que activa receptores nicotinicos en los macréfagos.

El reflejo antiinflamatorio se describe como localizado, rapido y discreto; pero
puede igualmente inducir respuestas antiinflamatorias humorales sistémicas. Ello
ocurre porque la activacién del nervio vago puede ser transferida a la formacién
reticular medular, al locus caeruleus y al hipotdlamo, lo que conduce a una libera-
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Ficura 33.  Vias antiinflamatorias difusibles versus neurales. (a) Vias difusibles. La circulacion vehi-
cula células inflamatorias (monocitos y neutrdfilos) y citoquinas a y desde el foco inflamatorio. Las
respuestas dependen del gradiente de concentracion, son lentas y no estdn integradas. Las sustan-
cias inflamatorias producidas en el foco inflamatorio (TNF-o., IL-1, HMGBI1) difunden hacia el to-
rrente circulatorio, y las hormonas y las citoquinas antiinflamatorias (glucorticoides, o-MSH, IL-10,
espermina) difunden a la zona lesionada. (b) Vias neurales. La regulacion antiinflamatoria de los
macrdfagos tisulares es local, rdpida e integrada a través del CNS. ACh inhibe la liberacion
de TNF-o. por los macrofagos. Adrenalina y noradrenalina predominantemente inhiben la liberacion de
TNF-a, pero pueden, en determinadas circunstancias, liberar TNF-o. por los macrdfagos. La sus-
tancia P, un neuropéptido, puede estimular la sintesis de citoquinas y amplificar la respuesta infla-
matoria local a la vez de mediar en la sensacion dolorosa. Modificada de: Tracey *; fig. 2, pdg. 856.

cién incrementada de ACTH por la hipéfisis anterior. Pero la produccion de cito-
quinas en los tejidos causa dolor, lo que proporciona otro mecanismo para trans-
ferir informacion desde el sistema inmunolégico al cerebro. Dolor y estrés resul-
tan en un incremento de adrenalina y noradrenalina que puede inhibir también la
activacion macrofagica y suprimir la sintesis de TNF y otras citoquinas. La eleva-
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Ficura 34. Circuiteria del reflejo inflamatorio. Sustancias inflamatorias producidas en el foco
inflamatorio activan sefiales aferentes que son conducidas al niicleo del tracto solitario; subsi-
guientemente, la activacion vagal eferente inhibe la sintesis de citoquinas a través de la via coli-
nérgica anti-inflamatoria: el reflejo inflamatorio. La informacion puede llegar también al hipotd-
lamo y al complejo dorsal del vago, lo que estimula la liberacion de ACTH, que activa la via
humoral antiinflamatoria. La activacion del sistema nervioso simpdtico por respuestas de ansie-
dad o al dolor, 0 a través de seiales directas desde los niicleos cerebrales indicados, pueden in-
crementar las concentraciones locales de catecolaminas que ayudan a suprimir la inflamacion.
Modificada de: Tracey *; fig. 3, pdg. 857.

da actividad simpdtica y el incremento resultante de las catecolaminas estimulan la
liberacion, dependiente de receptores B-adrenérgicos, de IL-10, una potente cito-
quina antiinflamatoria. Asi, los efectos antiinflamatorios de los sistemas nerviosos
simpdtico y parasimpdtico se comprometen sinérgicamente para asegurar este
objetivo.

IIg. Microorganismos e inmunidad innata

Dos hechos han guiado, durante los tltimos diez afos, el campo de la inmuno-
logifa innata. En 1996, cuando sélo se conocia que la proteina Toll estaba compro-
metida en el proceso de desarrollo y morfogénesis en Drosophila ©, se demostr6
que también era requerida por la mosca para montar una respuesta inmunoldgica
efectiva frente al hongo Aspergillus fumigatus ; y, en 1998 ¢l receptor tipo Toll-4
(TLR-4) fue identificado como el receptor de lipopolisacarido (LPS) bacteriano, co-
dificado por el locus Lps y requerido, en el raton, para construir una respuesta efec-
tiva frente a bacterias gram-negativas, en las que el LPS es parte integral de la mem-
brana celular externa ’'. Tales hallazgos revelaron que la estructura proximal del
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Ficura 35.  Pardlogos humanos de receptores tipo Toll. El ectodomino de cada proteina se caracteriza
por contener miiltiples motivos de repeticiones ricas en leucina (LRR); el dominio citoplasmdtico es un
dominio TIR (receptor de IL-1/Toll). En la mayoria de los TLRs, existe, en la proximidad de la mem-
brana, una caja LRR que contiene varias cisteinas. Existe especificidad para determinados ligandos: LP,
lipopéptido; PG, peptidoglicano; LPS, lipopoliscadrido; CpG, oligonucleotidos que comparte islas CpG.

aparato sensor del sistema inmunoldgico innato de insectos y de mamiferos tiene
un origen evolutivo comun, y sugerian un papel central para los TLRs en el reco-
nocimiento primario de patégenos infectivos por los mamiferos. Hasta la fecha se
han identificado 11 pardlogos de TLRs en humanos (Figura 35). Cada uno de los
subtipos TLR reconoce un repertorio distintivo de moléculas microbianas conser-
vadas, de tal manera que el conjunto de TLRs es capaz de detectar la mayoria de
los microorganismos sino la totalidad de ellos. No existen dudas de que los TLRs
son capaces de rastrear el espectro total de microorganismos: virus, bacterias, hon-
gos y protozoos. Por ellos los TLRs son tan importantes y han llenado un vacio en
la inmunologia. El impacto de su identificaciéon como la puerta al reconocimiento
inmunoldgico innato, puede compararse con los descubrimientos anteriores de los
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receptores que aseguran un reconocimiento eficaz en la inmunologia adaptativa o
adquirida: las inmunoglobulinas (Igs) y los receptores de las células T (TCRs) .

Los TLRs estan formados por un ectodominio constitutito por » motivos repetidos
ricos en leucina (LRR). Este ectodominio garantiza la especificad de unién con su
respectivo ligando. Un dominio LRR yuxtamembranar, presente en la mayoria de los
TLRs, contienen varios restos cisteina. El endodominio citoplasmatico lo conforma
el dominio TIR, que es homdlogo con el receptor de IL-1 y que interacciona con las
proteinas adaptadoras de la via de sefiales. Cuatro proteinas adaptadoras (existe una
quinta no bien caracterizada) —MyD88, MAL/TIRAP, TRIF y TRAM — transducen
la sefal, desde los dominios TIR, hasta proteina quinasas (IRAK o RPK) a las que
activan y otros factores intermediarios (TRAF6 o IRF3) que, a su vez, activan factores
de transcripcion (NFkB, AP-1 o STAT1). Los factores de transcripcion activados
provocan la expresion de los genes inflamatorios (Figura 36).

Aunque la activacion de la respuesta inmunoldgica innata es critica para con-
trolar la infeccién causada por microorganismos patégenos, una produccion excesi-
va, fuera de control, de citoquinas es peligosa para el huésped y puede conducir a
distorsién microcirculatoria, shock, dafio tisular e, incluso, la muerte. La exposicién
previa a LPS causa una indiferencia transtoria a un nuevo reencuentro con el LPS.
Este fendmeno se denomina tolerancia endotdxica, tolerancia a LPS, insensibilidad
a LPS o refractariedad a la endotoxina. La tolerancia a la endotoxina se considera
un mecanismo protector contra el shock endotdxico durante una infeccién por bac-
tarias gram-negativas, y tiene por objetivo limitar el dafio tisular debido a una ex-
cesiva respuesta sinmunoldgica. La tolerancia a la endotoxina se caracteriza por un
estado de indiferencia de un organismo y sus macréfagos, en términos de produc-
cién de citoquinas .

TLR4 es el receptor para LPS, uno de los inmunoestimuladores mas potentes
conocidos. Los humanos albergan una impresionante cantidad de flora bacteriana
comensal en el tracto intestinal, cuyos epiteliocitos no expresan TLR4. Ello es, pro-
bablemente, la consecuencia evolutiva de una cohabitacion milenaria con bacterias
gram-negativas en el intestino, que proporcionan una vasta cantidad de LPS. El mec-
nismo de regulacion negativa ha coevolucionado con la cascada de sefializacién in-
munitaria innata. Ademas de en el intestino, tampoco hay expresiéon de TLR4 sobre
los epiteliocitos del cervix y vagina, que contienen flora bacteriana del tipo de Lac-
tobacillus. Por el contrario, en la trdquea y en la vejiga urinaria, donde no residen
bacterias comensales, el epitelio estd provisto de TLR4 y puede responder al esti-
mulo LPS. Uno de los mecanismos que causan tolerancia bacteriana es, probable-
mente, la represion de la expresion en la superficie celular de TLR4, pero existen
otros mecanismos de tolerancia.
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Ficura 36. Esquema general del reconocimiento de PAMPs (patrones moleculares asociados a
patégenos) por PRMs (moléculas de reconocimiento de patrones). TLRs (receptores tipo Toll), el
prototipo de PRMs, reconocen diferentes ligandos (PAMPs). Existen diferentes TLRs para otros
tantos ligandos exdgenos (LPS) y endégenos (ILs, TNF). La cascada de sefiales iniciada por la
interaccién ligando-receptor, exige una serie de moléculas que garantice su progresion:
adaptadores (MyD88), proteina quinasas activadoras (IRAK), proteinas transcriptoras (TRAF) y
factores de transcripcion (NF-kB/p50.p65) que ejecutan la sefial. Los factores de transcripcion
involucrados induce la expresion de genes pro-inflamatorios (pro-IL-1, pro-TNF, moléculas de
adhesion, COX2, iNOS). En el caso del receptor de TNF, existe una interaccion con la via de
sefiales pro-apoptética. Ver las figuras siguientes para completar el modelo general de induccién
de la inmunidad natural o innata.

Se han propuesto varias moléculas que inhiben la sefializacién TLR4. Una de
ellas es IRAK-M, cuyo déficit provoca una mayor produccién de citoquinas pro-
inflamatorias tras la estimulacion de TLR4 e IL-1R. IRAK-M bloquea la diso-
ciacién de IRAK-1 e IRAK-4 de MyD88, interrumpiendo la via de sefales. La
activacion de TLR en macréfagos induce la expresion de IRAK-M; es decir, la
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sefial pro-inflamatoria activa la via inflamatoria y, a la vez, una via de retroali-
mentacion inhibidora que contribuye a estabilizar la homesostasis del sistema in-
munitario innato. Otro mecanismo de control de la sefial inflamatoria son la pro-
tefna supresora de las sefiales citoquinicas (SOCS) y la proteina interactiva con
Toll (Tollip), que regulan negativamente la cascada de senales JAK-STAT, inhi-
biendo la activacion de los receptores de interferdn v, IL-4, IL-6 y LIF. SOCS y
Tollip se unen a IRAK-1 interrumpiendo, como IRAK-M, la cascada de sefiales.
Otros dos mecanismos de seguridad operar en los extremos proximas y distal de
la cascada. Proximalmente, MyD88s, generado por procesamiento alternativo de
MyDS88, compite con el producto estandar interrumpiendo la via de sefiales; y
aguas abajo, la proteina A20 estorba directamente a NF-kB (Figura 37).

La determinacién de los componentes estructurales (motivos) bacterianos res-
ponsables de iniciar la via de sefiales pro-inflamatorias fue algo importante para
la comprensién y control del proceso inflamatorio. Los motivos bacterianos que
son reconocidos por el sistema inmunoldgico innato se denominan «patrones
moleculares asociados a patégenos» (PAMPs), y aunque se deberian denominar
«asociados a microorganismos», porque no esté claro si el huésped distingue en-
tre las sefales de los patégenos y de los comensales. En las bacterias gram-ne-
gativas, el lipopolisacarido (LPS) o endotoxina tiene un papel dominante. La
membrana externa de estas bacterias estd construida por una bicapa lipidica, se-
parada de la membrana celular interna por peptidoglicano. La molécula de LPS
forma parte de la membrana externa, ancldndose a la pared bacteriana a través
de su porcion denominada lipido A (Figura 38). Las bacterias gram-positivas
no poseen LPS, pero sus paredes contienen peptidoglicano y dcido lipoteicoico,
que también pueden interactuar con TLRs especificos, aunque son menos acti-
vos que los LPS ™.

La incapacidad para identificar un receptor de LPS fue una barrera para com-
prender como las bacterias gram-negativas iniciaban la reaccion pro-inflamato-
ria. La activacién de las células del organismo infectado depende de la presen-
cia de una proteina libre, circulante, denominada proteina acopladora de LPS
(LBP) y del receptor opsénico CD14. La LBP compite con lipoproteinas res-
pecto al LPS; LPS ligado a lipoproteinas forma micelas inertes desde el punto
de vista inflamatorio, pues no liberan citoquinas . La forma estable de CD14,
acoplado en la membrana (mCD14), asegura su anclaje a la superficie celular
mediante glicosilfosfatidilinositol. También se encuentra en la circulacién en
forma libre, como CD soluble (sCD14). Muchas células que son constitutiva-
mente CD14 negativas, como las células dendriticas, fibroblastos, células mus-
culares lisas o el endotelio vascular, pueden responder al complejo [LBP-LPS-
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Ficura 37.  Modelo de seiializacion y control de TLR. La activacion del receptor por PAMPs indu-
ce multimerizacion de los TLRs, que reclutan proteinas MyDS8S8 e IRAK. El agrupamiento de las pro-
teina quinasas (IRAKs) induce su autofosforilacion y formacion de un complejo (IRAK-4/IRAK-1. La
formacion de este complejo provoca su liberacion de la proteina adaptadora MyDS8S. Liberado el
complejo IRAK-4/IRAK-1, inicia una serie de activaciones de moléculas situadas aguas abajo de la
cascada. De este modo se activan las proteinas transductoras TRAF6 (factor-6 asociado al receptor
de TNF), TAKI (quinasa-1 activada por el factor de transformacion del crecimiento) y TAB2 (pro-
teina-2 ligada a TAK1), que, finalmente activan los correspondientes factores de transcripcion (NF-
KB). Los frenos son: sMyD88 (una forma alternativa, soluble, de MyDS8S8), que estabiliza el comple-
jo TIR/MyDS8S/IRAK-4 impidiendo que prosiga la cascada de seiiales; SOCS 1 (supresor-1 de la
sefializacion de inducida por citoquinas) y Tollip (proteina de interaccion con Toll), que inhiben di-
rectamente la sefial de TLR-4; IRAK-M, que bloquea la activacion de las moléculas trasnductoras
por IRAK-4/IRAK-1, y A20, que bloquea el paso mds distal de la cascada impidiendo la activacion
de los factores de transcripcion por las moléculas transductoras. La seial inicial pone en marcha,
por tanto, respuestas inflamatoria y antiinflamatoria la primera dependiente de la activacion de NF-
B, y la segunda de vias dependientes de MAPK (quinasa activada por mitogenos) que incidirian
sobre factores de transcripcion moderadores. Modificada de: Kobayashi et al. ”; fig. 1, pdg. 429.

sCD14]. sCD14 se encuentra en el suero de individuos sanos, pero su concen-
tracién incrementa drasticamente en pacientes con procesos inflamatorios. Ni
sCD14 ni mCD14 incorporan un endodominio intracitoplasmatico; es necesario
un eslabén que conecte [LBP-LPS-CD14] con el interior celular. Los TLRs, que
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Ficura 38. Los lipopolisacaridos de las bacterias gram-negativas constan, tipicamente, de un do-

minio hidrofébico denominado lipido A (o endotoxina) formado por colas de dcidos grasos acila-

dos por disacdridos bifosfato. A esta estructura sigue un oligosacdrido central (core) no repetitivo,
a la que sigue distalmente un polisacdrido (antigeno O).

aseguran tal exigencia, reconocen los diferentes «patrones moleculares»; pero
para que este reconocimiento e interaccion resulte en la activacién del receptor
que inicia la via de sefales proinflamatoria, se requiere una nueva molécula ac-
cesoria: MD-2, que asegura la correcta posicidon del receptor. Con ello queda
completado el complejo inicial: [(LBP)-LPS-(CD14)]e[TLR-MD-2]. La misién
de LBP es llevar, con sCD14 o sin él, LPS hasta el complejo receptor, y la de
CD14 es presentar LPS a TLR.

La nocién de una asociacion mondgama entre un TLR en particular y su ligan-
do, como en el caso de TLR4 y LPS, es una simplificacién. Por ejemplo, TLR2 pue-
de ser activado por componentes de las paredes celulares de levaduras y de mico-
bacterias; y, aunque los TLRs suelen formar homodimeros, mayor complejidad
introduce el hecho de que los TLRs pueden ser capaces de combinarse en heterodi-
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meros para formar un repertorio capaz de distinguir con precision ligandos estrecha-
mente relacionados. Por otra parte, los polimorfismos en la familia de las proteinas
Toll pueden proporcionar parte de la explicacién del porqué de la enorme variabili-
dad en la respuesta individual, a lo que parecen ser similares agresiones infecciosas.

Otra complicacion es la existencia de vias adicionales del reconocimiento ex-
tracelular de los componentes microbianos: proteinas de reconocimiento de pepti-
doglicanos (PGRPs) que pueden distinguir entre bacterias gram-positivas y gram-
negativas, TREM-1, MDL-1, MSR, la integrina leucocitaria CD11b/CD18 (Mac-1)
y determinados canales de potasio. Ademads, se ha propuesto que las células pue-
dan también responder a LPS mediante receptores intracelulares (Figura 39).

Las moléculas de reconocimiento, involucradas en la defensa del huésped, po-
seen un dominio sensible a los ligandos microbianos construido por una serie de
repeticiones de unidades ricas en leucina, y un dominio de interaccién proteina-
proteina que engarza el reconocimiento del microbio con la via de transduccién de
sefiales que induce la respuesta defensiva. Sensibilizacion al ligando mds que inter-
accion con él. Por ello, se utiliza el término «moléculas de reconocimiento de pa-
trones» (PRMs) para distinguirlos de los receptores cldsicos. Por parte del micro-
bio, los factores reconocidos por las PRMs son, normalmente, componentes
estructurales del microorganismo denomin ados PAMPs. Los ligandos PAMPs son
reconocidos por PRMs extracelulares o intracelulares. En los mamiferos, la fami-
lia de los receptores tipo Toll representa PRMs integrados en la membrana celular
que detectan PAMPs en el medio extracelular.

Por otro lado, una familia de proteinas intracelulares forma un sistema de vi-
gilancia y reconocimiento citosdlico que detecta PAMPs que puedan presentarse
en el interior celular; son las proteinas NBS-LRR. Estas proteinas se diferencian
de los TLRs porque carecen del dominio TIR; en vez de €l, contienen tres domi-
nios distintivos: un dominio C-terminal que incluye varias repeticiones de se-
cuencias ricas en leucina (LRRs), encargadas del reconocimiento del ligando; un
dominio central (NBS o NACHT), esencial para la oligomerizacién de la molé-
cula, y un dominio N-terminal de interaccién proteina-proteina con el sustrato de
tipo PYD, CARD o BIR. Esta familia también ha sido denominada CATERPI-
LLER. Como en los TLRs, LRRs representan 20-29 motivos repetidos de se-
cuencias de moléculas de leucina, que proporcionan una trama estructural ver-
satil para la formacion de interacciones proteina-proteina o proteina-carbohidra-
to/lipido, de origenes bacteriano (por ej. LPS) o celular (por ej. cristales de piro-
fosfato). La presencia de los diferentes dominios N-terminales divide esa familia
NBS-LRR en subfamilias: (a) Nalp contiene un dominio PYD; (b) Nod posee un
dominio CARD, y (c) IPAF /NAIP (IPAF tiene un dominio CARD, como NODS,
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LPS

Citoquinas y moléculas efecloras

Figura 39. Reconocimiento del lipopolisacdrido (LPS) bacteriano en la superficie celular.
El principal mecanismo por el que se detecta el LPS es a través de la via que inicia su ca-
mino mediante el reconocimiento y la captacion de la endotoxina por una proteina especifi-
ca: proteina acopladora de LPS (LBP). El complejo LBP-LPS alcanza su punto de atraque
sobre la superficie celular en el complejo: proteina de acoplamiento CDI14 - complejo recep-
tor tipo Toll-4 (TLR4) - proteina de estabilizacion MD-2. Sin embargo existen otras posibili-
dades de reconocimiento por parte de la membrana celular: receptor de aclaramiento de ma-
crdfagos (MSR), CDI8/CDI11b y canales ionicos activados por LPS. La cadena de sefiales
intracelulares depende del acoplamiento del dominio intracelular de TLR —TIR, quinasa aso-
ciada al receptor de IL-1— a IRAK, una quinasa asociada al receptor de IL-1. El proceso de
acoplamiento entre TIR e IRAK estd facilitador por dos proteinas adaptadoras: MyD88 (pro-
teina de diferenciacion mieloide 88) y TIRAP (proteina adaptadora que contiene un dominio
TIR; también denominada proteina adaptadora similar a MyD88 o Mal). Como en todo pro-
ceso bioldgico, existe un freno o inhibidor: Tollip. Existe una via independiente de MyDS8S,
por la que TIRAP/Mal envia sefiales mediante una proteina quinasa dependiente de ARN (PKR)
y factor regulador de interferéon-3 (IRF3). Las células también pueden ser capaces de res-
ponder a LPS por receptores intracelulares denominados proteinas Nod (dominios de oligo-
merizacion y de acoplamiento a nucledtido). NOD1, denominado dominio-4 de reclutamiento
de caspasa, se identificé sobre la base de su homologia con el regular apoptético Apaf-1.
NODs tienen regiones ricas en leucina. La expresion de NODI1 y 2 confiere capacidad de res-
puesta a LPS de bacterias gram-negativas, pero no a dcido lipoteicoico de las gram-positi-
vas. Se ha sugerido que el mecanismo por el que NODs responde a LPS reefectiia via de la
apertura de canales de potasio sensibles a LPS. Modificada de: Cohen *; fig. 1, pdg. 886.
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y NAIP tiene un dominio BIR). A pesar de la disparidad en N-terminal entre IPAF
(CARD) y NAIP (BIR), presentan una similitud en sus dominios NBS/NACHT y
LRR, lo que sugiere que son proteinas evolutiva y funcionalmente muy préximas
y relacionadas. Por su parte, las subfamilias NALP y NOD, pero no la subfami-
lia IPAF, contienen un dominio NAD proximo a NBS/NACHT.

Las caspasas son cisteina-aspartato proteasas, que se sintetizan como zimoge-
nos inactivos y sufren un proceso proteolitico durante su activacién. En términos
generales, las caspasas se agrupan en apoptdticas e inflamatorias. El conjunto de
caspasas que degradan los sustratos especificos que producen los cambios asocia-
dos a la apoptosis se denominan caspasas ejecutoras que, en los mamiferos, estdn
representadas por las caspasas -3, -6 y -7. En la mayor parte de las ocasiones, las
caspasas apoptoticas ejecutoras son activadas por caspasas iniciadoras (caspasas -
10, -8, -2 0 -9). El mecanismo de activacion de estas caspasas iniciadoras depen-
de criticamente de la estructuracidon de plataformas a partir de elementos recluta-
dos, tales como el complejo inducido por sefiales de muerte para la caspasa-8 y la
caspasa-10; el PIDDosoma para la caspasa-2, y, la mejor conocida, el inflamaso-
ma, para la caspasa 9. Tales plataformas integran sefiales celulares que conducen
a la formacién de una enzima activa eficaz que inicia cascadas de sefales especi-
ficas. Estas plataformas son complejos multiproteicos ensamblados sobre una pro-
teina, que actia a modo de un esqueleto central y que, caracteristicamente, posee
tres dominios principales: una regién involucrada en el reconocimiento del ligan-
do, un dominio que dirige la oligomerizacioén y un tercer dominio implicado en re-
clutar las caspasas. El ejemplo prototipico es la proteina de andamiaje apoptosé-
mico APAF-1. APAF-1 contiene un dominio CARD para el reclutamiento de la
caspasa 9; un dominio NB-ARC que permite la oligomerizaciéon del complejo, y
un dominio de repeticion WD (triptéfano-dcido aspértico) que reconoce el cito-
cromo ¢ mitocondrial, la sefial que conduce a la apoptosis por activacién del apop-
tosoma (Figura 40) .

En los vertebrados se han descrito una familia de receptores intracelulares es-
tructuralmente relacionados con APAF-1 (Ver figura niim. 200). Tales proteinas,
denominadas receptores tipo NOD (NLRs), son sensores intracelulares de patd-
genos y otras seflales. NLRs incluyen proteinas tales como NOD1 y NOD2, y tres
protefnas involucradas en la formacidn del complejo activador de caspasa-1: IPAF,
NAIP y NALP. Todas ellas miembros de la familia de proteinas NBS-LRR.

Utilizando bases de datos gendmicas se descubri6 NOD1/CARD. Similar a
APAF-1, NODI tiene un dominio N-terminal CARD y otro central
NBS/NACHT, pero en vez de las repeticiones WD encontradas en APAF-1,
NODI1 presenta un dominio LRR. La oligomerizacion de NOD1 induce el re-
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Ficura 40.  Apoptosoma y vias extrinseca e intrinseca de la activacién de caspasas apoptdticas.
La via extrinseca es activada via de la activacién del receptor “muerte”; la via intrinseca lo es
por estimulos estresores que provocan dafio mitocondrial y pérdida de productos mitocondriales
hacia el citosol. El estimulo de receptores de muerte —pertenecientes a la superfamilia de re-
ceptores de factor de necrosis tumoral (TNF)— sobre la superficie celular provoca la activacion
de la via apoptética que involucra la procaspasa 8. En la via intrinseca, la perturbacién mitocon-
drial permite la salida, entre otros, de citocromo ¢ y cuya estabilidad intramitocondrial depende
del equilibrio entre miembros de la familia Bcl2, unos (Bcl2/Bcl-X, /Mcl1) antiapoptdticos y pro-
apoptéticos otros (Bax, Bak y tBid). Una vez liberado, el citocromo c¢ se une al factor activador
de la proteasa apoptdtica 1 (Apaf-1), que resulta en la formacién del complejo Apafl-procaspa-
sa 9 o apoptosoma, que resulta en la activacién del zimégeno formédndose caspasa 9 activa. Sub-
siguientemente, las capasas iniciadoras 8 y 9, operativas, activan a las capasas efectoras 3,6y 7.
Modificada de: MacFarlane et al. ’; fig. nim. 1, pdg. 675.

clutamiento de Rip2 a través de la interacciéon hemofilica CARD (NOD1)/CARD
(Rip2). Rip2 es un adaptador que comparte homologias estructurales con una
quinasa asociada al receptor de IL-1B (IRAK), y de las proteinas RIP (serina-
treonina quinasas involucradas en la via de sefiales aguas abajo del TNFR1). La
interaccion entre NOD1 y Rip2 conduce a la activacién de la via del NF-xB a
través del reclutamiento del complejo IKK al dominio central de Rip2. Princi-
palmente en las células epiteliales, NOD1 es un sensor intracelular de peptido-
glicanos bacterianos. NOD2 se expresa predominantemente en las células del li-
naje mieloide y en las células epiteliales digestivas. Homélogo a NOD1, a
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TABLA III.  Enfermedades asociadas con mutaciones en proteinas NBS-LRR

Proteina Otros Enfermedad .
) Patologenia

NBS-LRR nombres asociada
Subfamilia Nod
Nod2 Card15 Enfermedad de Crohn Reconocimiento incorrecto de PAMP.

Sindrome de Blau Activacion constitutiva de NF-B.

Subfamilia Nalp
Nalp3 Criopirina  Sindrome de Muckle-Wells Activacién de caspasal, independiente del

ligando: * secrecién IL-1p.

CINCA (Sindrome neuroldgico, Idem.

cutdneo y articular, crénico infantil)

FCAS (Stndrome familiar auto- Activacién inducida por fifo.
inflamatorio inducido por frfo)

Subfamilia Ipaf
Naip Bircl Atrofia muscular espinal Fracaso en la inhibicién de caspasal.
Naip$ (ratdn) Bircle Susceptibilidad a infecciones Idem.
por Legionella pneumophila
Subfamilia CIITA
CIITA Stndrome de linfocitos pelados Ausencia de expresién MHCII por bloqueo

de la translocacion nuclear.

Proteinas asociadas a NBS-LRR
Pirina Marenostrina  Fiebre familiar mediterrdnea Reconocimiento defectuoso del ligando
bacteriano y apoptosis.

diferencia de este, NOD2 posee dos dominios CARD en su extremo N-termi-
nal. Al igual que su homdlogo, la via NOD2 se induce tras su oligomerizacién
tras el reclutamiento de la cascada Rip2/IKK, que conduce a la activacion del
NF-xB. El ligando para NOD?2 es el motivo peptidoglicano MDP. El hecho de
que el gen Nod2 haya sido identificado, independientemente, como el primer
gen de susceptibilidad para la enfermedad de Crohn, sugiere interesantes inter-
conexiones entre un sistema de vigilancia y control bacteriolégico y una enfer-
medad inflamatoria (Tabla III).

El dominio CARD de IPAF-1 se asocia, directa y especificamente, con el
dominio CARD de la procaspasa-1 a través de interacciones CARD-CARD;
el dominio NBS/NACHT, relacionado con el dominio NB-ARC de APAF-1, in-
duce la oligmerizacién y promueve la proximidad de las caspasas, y la region LRR
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Figura 41.  Inflamasoma criopirina. Criopirina o0 NALP3 es el componente central del inflama-
soma. Criopirina tiene tres dominios: un dominio pirina (PYD, producto del gen responsable de
la fiebre mediaterrdnea familar, también denominado marenostrina), un dominio de oligomeriza-
cién nucleosidico (NOD) y un dominio de repeticiones ricas en leucina (LRR). Los otros com-
ponentes del inflamasoma son: ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a cas-
pase recruitment domain (CARD)), cardinal y procaspasa-1. Los respectivos dominios pueden
ensamblarse, exclusivamente, una vez que la criopirina ha sido activada mediante la interaccion
de su dominio LRR con un cristal (urato o pirofosfato cdlcico deshidratado) o con ciertas espe-
cies microbianas. El ensamblaje de los diferentes dominios conduce a la liberacién de caspasa-1
que, a su vez, activa la interleuquina-1p, tras escindir la molécula de prointerleuquina-1 y cuya
secrecién al medio extracelular incita la inflamacién. Modificada de: Drenth et al. ’; fig. 1, pdg. 731.

es, probalmente, el sensor del ligando. Naip interacciona con Ipaf-1, siendo parte
del mismo complejo activador de la procaspasa-1. IPAF-1/NAIP conforman un in-
flamasoma, atin no bien caracterizado, que convierte procaspasa-1 en caspasa-1 ac-
tiva (también denominada enzima conversora de IL-1p: ICE) que, a su vez covierte
prolL-1 B en su forma activa, IL-1 (Figura 41).

La investigacién de pacientes con sindromes febriles periddicos hereditarios —
sindrome de Muckle-Wells, sindrome autoinflamatorio familiar inducido por frio y
enfermedad inflamatoria multisistémica de comienzo neonatal o sindrome neuro-cu-
taneo-articular infantil crénico— ha dado como resultado la identificacion de muta-
ciones en el gen CIASI, que codifica crioprina. Macréfagos y neutrdfilos contienen
una estructura denominada inflamasoma, un complejo de proteinas que cumple di-
ferentes papeles en el sistema de defensa innato ”’. Miembros de la familia de pro-
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teinas NALP —que incluye criopirina— son los principales bloques de construccién
del inflamasoma, del que se han descrito dos tipos —NALP1 y NALP3 o inflama-
soma criopirina—, aunque seguramente existen mas variantes. NALPs representan
la mayor subfamilia NLRS. Albergan dominios NACHT y LRR similares a IPAF,
pero a diferencia de esta dltimo, NALPs se caracterizan por un dominio terminal
PYD, que interactda y recluta el adaptador ACS via interaccion PYD-PYD. ASC, un
componente esencial del inflamasoma, contiene un dominio PYD N-terminal, y un
dominio C-terminal CARD, por el que ASC recluta procaspasa-1 al inflamasoma. La
estimulacién de criopirina —por componentes bacterianos o por cuerpos extrafios
como cristales de pirofosfato— dispara una serie de reacciones que conducen a la
produccién de IL-1[ que, secretada por el macréfago, induce una cascada de acon-
tecimientos pro-inflamatorios. IL-13 (17 kDa) es sintetizada, inicialmente, en forma
de precursor inactivo (pro-IL-13, 31 kDa) que debe ser procesado a su forma activa
por caspasas (las caspasas inflamatorias —caspasas grupo I— estdn codificadas, en
el humano, en tres genes (caspasa -1, -4y -5), y se caracterizan por la presencia del
dominio CARD como extremo N-terminal de la molécula; son parientes, por tanto
de la subfamilia NOD). Al igual que la interleuquina inflamatoria IL-1 3 se sinteti-
za en forma de un precursor inactivo (prolL-1 [3), las caspasas inflamatorias sufren
el mismo proceso de activacion: son sitetizadas como zimdégenos inactivos (porcas-
pasas) que deben ser procesados a caspasas activas que, a su vez, activan las pro-ILs
inflamatorias -1, -18 y -33.

ITh. Generalizacion del proceso inflamatorio

La teorfa prevalente ha sido que la sepsis —en principio, la situacién generaliza-
da grave que puede complicar una infeccion— representa una respuesta inflamato-
ria descontrolada. Lewis Thomas popularizé este punto de vista cuando escribi6é que
«los microorganismos que nos invaden son meros espectadores... Es nuestra res-
puesta a su presencia lo que desencadena la enfermedad. Nuestro arsenal para com-
bartir a las bacterias es tan poderoso y dispone de tantos mecanismos de defensa, que
estamos mds expuestos a sus efectos devastadores que los propios microbios» .

La escena descrita por Thomas parece corroborarse, en parte, cuando tal re-
sultado puede desencadenarse por causas ajenas a la infeccién. Agresiones in-
fectivas (internas: peritonitis fecal; o externas: herida contaminada) y no infec-
tivas (internas: pancreatitis; o externas: quemaduras externas o traumatismos
graves) provocan una reaccion inflamatoria similar, cuya fisiopatologia y clini-
ca son idénticas: sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS: Systemic
Inflammatory Response Syndrome). Esta respuesta inflamatoria estd determina-
da, cualitativa y cuantitativamente, por factores genéticos y ambientales.
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Ficura 42.  Sepsis (induccion por seiiales proinflamatorias exégenas) y SIRS (induccion por

sefiales proinflamatorias endogenas), comparten un camino comun, de gravedad progresiva,

que conduce a una situacion de shock vasopléjico. El desenlace final, si la enfermedad no lo-

gra controlarse, es un sindrome de fracaso multiorgdnico, la causa mds recuente de muerte en
la unidades de cuidados intensivos no coronarias.

En 1991, el American College of Chest Physicians (ACCP) y la Society of
Critical Care Medicine (SCCM) convinieron una Conferencia de consenso en
un intento de acordar una base conceptual y un criterio clinico para definir la
respuesta inflamatoria sistémica a la infeccién; una situacién de deterioro pro-
gresivo conocida con el término generalizado de sepsis y que, en su estadio
avanzado incluye la disfuncién o el fracaso de diversos 6rganos y sistemas. La
Declaracion de la Conferencia ACCP/SCCM introdujo, en términos de igual-
dad, el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), un acrénimo que
hace referencia a los complejos hallazgos que resultan de la activacién de una
respuesta inmmunolégica innata, independientemente de la causa que la provo-
que, y aunque se discute si los ligandos endogenos utilizan los mismos TLRs
que los ligandos bacterianos (Figura 42, Tabla IV) ™. La Declaracién asumia
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TaBLA IV.  Conferencia de consenso ACCP /| SCCM: Definiciones

Infeccién: fendmeno microbiano caracterizado por una respuesta inflamatoria a la presencia
de microorganismos, o la invasion de tejidos del huésped normalmente estériles por aquellos
0rganismos.

Bacteriemia: presencia de bacterias viables en sangre.

Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS: Systemic Inflammatory Response
Syndrome)
respuesta inflamatoria sistémica a diversos insultos clinicos graves. La respuesta se ma-
nifiesta por dos o mds de las siguientes condiciones: 1) temperatura corporal = 38° C o
< 36° C; 2) frecuencia cardiaca > 90 latidos min '; 3) frecuencia respiratoria > 20 res-
piraciones min ', 0 PaCO, < 32 mm Hg, y 4) recuento leucocitario en sangre periférica
> 12,000 uL "', < 4,000 uL " 0 10 % de formas inmaduras.

Sepsis: respuesta sistémica a la infeccion, manifestada por dos o més de las siguientes con-
diciones: 1) temperatura corporal = 38° C o < 36° C; 2) frecuencia cardiaca > 90 latidos
min "'; 3) frecuencia respiratoria > 20 respiraciones min ', o PaCO, < 32 mm Hg, y 4)
recuento leucocitario en sangre periférica > 12,000 uL ', < 4,000 uL " o 10 % de for-
mas inmaduras.

Sepsis severa: sepsis asociada con disfuncion orgdnica, hipoperfusion o hipotension. Las al-
teraciones por hipoperfusién e hipotension pueden incluir —aunque no limitarse— aci-
dosis lactica, oliguria o una alteracién aguda del estado mental.

Shock séptico: hipotension inducida por sepsis, a pesar de una adecuada fluidoterapia, y que
cursa con —aunque puede no limitarse— acidosis ldctica, oliguria o una alteracién agu-
da del estado mental.

Sindrome de disfuncién organica miltiple (MODS: Multiple Organ Dysfunction Syndro-
me): presencia de funcion orgédnica alterada en un paciente séptico, cuya homeostasis no
puede mantenerse sin intervencion.

que SIRS puede ser desencadenado por una infeccion local o generalizada, trau-
ma, quemadura o por un proceso inflamatorio estéril como una pancreatitis. Se
considera el diagndstico de SIRS cuando el paciente tiene dos o mds de los
hallazgos clinicos siguientes: temperatura corporal >38° C o <36 ° C; frecuen-
cia cardiaca >90 ™'; hiperventilacién evidenciada por una frecuencia respirato-
ria >20 ™' 0 una PaCO, <32 mm Hg, y un recuento leucocitario periférico de
>12,000 células UL "' 0 <4,000 uL . El concepto SIRS ha sido adoptado glo-
balmente por clinicos e investigadores, siendo su patogenia, en principio, una
inundacion generalizada y descontrolada de mediadores quimicos proinflama-
torios, inducida por factores bacterianos via TLRs, o por cualquier otro tipo de
agresion que induce inflamacion (Figura nim. 1000). Sepsis/SIRS es un pro-
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TABLA V. 2001 SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS: Conferencia Internacional
sobre definiciones de sepsis

* Puntos de consenso

Los conceptos actuales de sepsis, sepsis grave y shock séptico parecen ser definiciones
robustas, que deben permanecer tal como fueron redactadas en 1991.

Las definiciones actuales no permiten realizar un estadiaje de la respuesta del huésped
a la infeccién.

Los signos y sintomas de sepsis son mds variados que los incluidos en los criterios ini-
ciales, establecidos en 1991.

Se presenta una lista accesoria de nuevos signos y sintomas para el diagndstico de sepsis.

El futuro exige el desarrollo de un sistema de estadiaje que caracterice la progresion de
la sepsis. Se propone un nuevo sistema —PIRO— para caracterizar y estadiar la res-
puesta del huésped a la infeccion.

SCCM: Society of Critical Care Medicine. ESICM: European Society of Intensive Care Medicine. ACCP: American
College of Chest Physicians. ATS: Americam Thoracic Society. SIS: Surgical Infection Society.

blema de primer orden, que significa la mayor causa de mortalidad en las uni-
dades de cuidados intensivos no coronarias *.

La «revision» realizada en 2001 *' de 1la Conferencia ACCP/SCCM de 1991in-
sisti6 en la robustez de las definiciones consensuadas hace diez afios, aunque
seflalo que no existe un estdndar de oro con el que calibrar los criterios diag-
nésticos; y apuntd que, en el futuro, pardmetros bioquimicos y genéticos serdn
mads consistentes que los clinicos actualmente manejados (Tabla V). Utilizando
una variante del sistema TNM (Tumor, Nodulos o ganglios linfiticos y Metds-
tasis) aplicado en oncologia, propuso una clasficacion para sepsis/SIRS deno-
minada PIRO: predisposicion (genética y epigenética), infeccion (caracteristi-
cas), respuesta (grado) y (disfuncién) orgédnica (Tabla VI).

Una intensa vasoconstriccion en la vascularizacion periférica es la respues-
ta normal en aquellas condiciones en las que la presion arterial —presion de
perfusion— es demasiado baja para perfundir adecuadamente los tejidos; tal ocu-
rre en los estados de shock hemorrédgico o cardiogénico. En otras condiciones,
principalmente en las situaciones de shock séptico o inflamatorio, la hipoten-
sién esta causada por una vasodilatacion periférica resistente, incluso, a farma-
cos vasconstrictores.
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TaBLA VI.  Marcadores genéticos en Sepsis/SIRS

Loci Marcador Frecuencia Clinica

TNF-o. [promotor: -308 (6 p21.3)]  TNF-1 o (GIG) 68-80 %
TNF2 (A/A) 2-5% Susceptibilidad a sepsis/
SIRS; mal prondstico.

IL-1B [5° exén: 3953 (2 q14)] IL-1B (CIC) 70-75 %
IL-1Ba (T/T) 25-30 %
(

IL-1ra [2° intrén: 86 bp (2 q14.2)]  IL-1raAl VNTR)  70-73 %

IL-1raA2 20-25 % Susceptibilidad a sepsis/
SIRS; mal prondstico.

PAI-1 [promotor: -674 (7 q22)] 4G/5G + 5G/5G 70-76 %
4G/4G (insercion/deleccion) 24-27 %  Susceptibilidad a sepsis
meningocdcica; mal prondstico

LBP varios

CD14 [promotor: -159 VNTR Susceptibilidad a sepsis/SIRS;
mal prondstico.

TLR4 Asp299Gly Susceptibilidad a sepsis/SIRS;

mal prondstico.

Sepsis/SIRS es la casusa mas frecuente de shock vasodilatador, y es la via
final comtn de las situaciones de shock hipovolémico o cardiogénico cuando
las causas originales no son solucionadas con prontitud. Cuando ocurre esto
ultimo, se denomina fase de «shock irreversible». En todas las formas de shock
vasodilatador se detectan concentraciones plasmaticas marcadamente elevadas
de catecolaminas, y activado el sistema renina-angiotensina; ello indica que la
causa de la vasodilatacion e hipotension arterial se deben a la incapacidad del
musculo liso arteriolar para contraerse. Para explicar este fallo se han apun-
tado varias hipdtesis; entre ellas, la muerte de las células vasculares debido a
la hipotension prolongada, inadecuada extraccion de oxigeno por los tejidos o
un aproduccioén incrementada de prostaglandinas vasodilatadoras. Respecto al
papel de las prostaglandinas debe indicarse que la vasoparalisis no es activa
sino pasiva; incluso la situacién de shock séptico/infalamatorio se denomina
«vasopléjico». Tres mecanismos han sido involucrados en este sindrome: ac-
tivacion de los canales de potasio dependientes de ATP (canales K,;,) en la
membrana plasmdtica de los miocitos de la pared vascular; activacion de la
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SHOCK INFLAMATORIO - MECANISMOS

| iINOS | ATP, | H*, | lactato | secrecién
l en musc. liso vascular vasopresina
I NO apertura
Katp
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Cierre K¢, vasopresina
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Ficura 43.  El shock séptico/SIRS causa hipoxia y acidosis metabdlica hiperlactacidémica que

abre canales K ,;,. A su vez, provoca un incremento de oxido nitrico sintasa inducible (iNOS),

que es responsable del incremento de la produccion de oxido nitrico que abre canales K,. Ello

provoca una deplecion de calcio citosdlico y, este, una disminucion de fosforilizacion de miosi-

na. Por otro lado, se produce un aumento primero y una deplecion después de vasopresina. La

disminucion de la fosforilizacion de miosina y la deplecion de vasopresina producen vasoplejia.
Modificada de: Landry et al.; fig. 4, pdg. 593.

forma inducible de la 6xido nitrico sintasa (iNOS), y déficit de vasopresina
(Figura 43) *.

La vasoconstriccién adecuada requiere que ligandos hormonales (por ej. an-
giotensina II) o neurales (por ej. norepinefrina) interaccionen y activen recep-
tores en la superficie de los miocitos y, via de segundos mensajeros, incremen-
ten la concentracidn de calcio citosdlico. Este incremento resulta de la liberacion
de calcio por los almacenes intracelulares del catiéon y de la entrada de calcio
extracelular al citosol a través de los canales de calcio dependientes de voltaje.
A concentraciones citosélicas adecuadas, el calcio forma un complejo con cal-
modulina, y este complejo activa una quinasa que fosforila la cadena ligera, re-
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guladora, de miosina. La fosforilacién de miosina permite la activaciéon de mio-
sina-ATPasa por actina y, con ello, el establecimiento de puentes entre miosina
y filamentos de actina, un proceso que contrae el misculo. De manera opuesta,
vasodilatadores como el péptido natriurético atrial y el 6xido nitrico activan una
quinasa que, interaccionando con miosina fosfatasa, desfosforilan miosina y pre-
vienen la contraccion muscular.

Ademds, la vasodilatacidn patoldgica y la resistencia a vasoconstrictores que
caracteriza al shock séptico/SIRS, vasodilatador y vasopléjico, no puede com-
prenderse sin entender el papel del potencial de membrana en la regulacion del
tono vascular. El potencial de reposo de la membrana de las células musculares
lisas vasculares oscila entre -30 y -60 mV. La positivacion del potencial (des-
polarizacién) abre los canales de calcio dependientes de voltaje, incrementando
la concentracién de calcio citosélico e induciendo vasoconstriccion. Al contra-
rio, la hiperpolarizacidn cierra esos canales e induce relajacion. También, dado
que la vasoconstricciéon mantenida requiere la entrada de calcio extracelular, la
hiperpolarizacién impide la vasoconstriccién aun en presencia de ligandos va-
soconstrictores. Una variedad de canales y de transportadores i6nicos, en espe-
cial canales de potasio, contribuyen al potencial de membrana de los miocitos
vasculares. De los cuatro tipos concidos de canales de potasio en la membrana
plasmatica de estas células, el canal K, es el mejor conocido por tener un pa-
pel critico en la patogénesis del shock vasopléjico.

La apertura de los canales K, permite un eflujo de potasio, lo que hiperpola-
riza la membrana e impide la entrada de calcio a la célula: la activacién farmaco-
l6gica (por ej. diazoxido) de los canales K, inhibe la vasoconstriccién inducida
por catecolaminas o por angiotensina II. Los canales son activados fisiologicamente
por la disminucion de la concentracién intracelular de ATP, y por el incremento de
las concentraciones citosélicas de hidrogeniones o de lactato, un mecanismo que
liga el metabolismo celular con el tono vascular y con el flujo de sangre arteriolo-
capilar. En condiciones fisioldgicas de reposo, los canales K, permanecen cerra-
dos, y sus inhibidores (por ej. sulfonilurea, un antidiabetégeno) no no causan va-
sodilatacién. Sin embargo, en condiciones hipermetabdlicas o de hipoxia la
activacion de estos canales causa vasodilatacién que puede ser revertida con los
farmacos indicados. Activadores neurohormonales de canales K ,;, también pueden
estar implicados en algunas formas de shock vasopléjico. Péptido natriurético atrial,
péptido relacionado con el gen calcitonina y adenosina pueden activar canales K .
Las concentraciones plasmadticas de esos tres compuestos estdn incrementadas en
el shock vasopléjco y en las fases avanzadas —shock irrversible— de shock hi-
povolémico. El canal K, también es activado por iNOS.
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Un incremento de la sintesis de 6xido nitrico contribuye a la hipotencion y
a la resistencia a los farmacos vasopresores, que ocurren en el shock vasopléji-
co *. La produccién incrementada de NO, resultado de la expresién de la iNOS,
es un hecho constante en el shock vasopléjido y en la fase irreversible del shock
hipovolémico. Ello ocurre en varios tipos celulares; entre otros, en los miocitos
y en los endoteliocitos vasculares. La induccién de la expresion de iNOS se debe
a la activacion de NF-xB provocada por IL-183, IL-6, TNF-o, INF-y y adenosi-
na. La accidn vasodilatadora de NO estd mediada por la activacion de la fosfa-
tasa de la cadena ligera de miosina y, también, por activar canales de potasio
dependientes de calcio (canales K,); activacion, en ambos casos, en los mioci-
tos vasculares. En condiciones normales, una de las funciones de este canal es
mitigar el efecto de vasoconstrictores —por hiperpolarizaciéon de la membra-
na—, y tal efecto es caracteristico de los tipos de shock que, ahora, nos ocupa.
NO activa canales K, por dos mecanismos: por nitrosilacién directa del canal,
o através de la activacion de una proteina quinasa dependiente de cGMP. Los
inhibidores de la sintesis de NO y los bloqueantes de canales K, revierten, al
menos parcialmente, la hiporrespuesta vascular a los vasoconstrictores en el
shock vasopléjico.

La conservacion de agua es la principal accién de la vasopresina, una hor-
mona secretada bajo control osmético que regula la permeabilidad de los tubos
colectores renales al agua. Sin embargo, la vasopresina estd también involucra-
da en la homeostasis cardiovascular, secretindose bajo control barorreflejo y
provocando vasoconstriccién. Mientras que su efecto renal lo consigue con con-
crentarciones plasméticas del orden de 1-7 pg ml ', el efecto vasoconstrictor
ocurre a concentraciones plasmadticas bastante superiores, del orden de 10-200
pg ml . En condiciones normales la contribucién de la vasopresina al tono vas-
cular es minima; pero en situaciones de hipotensién, de cualquier causa, se pro-
duce una liberaciéon masiva de la neurohormona; por ello, su participacion es
importante para mantener la homeostasis circulatoria en las primeras fases de
shock; de hecho, individuos con diabetes insipida toleran muy mal la situacion
de shock. Sin embargo, cuando el shock progresa, la concentracién pasmatica
de vasopresina disminuye paulatinamente, remedando un cuadro se secrecidén
inapropiada de vasopresina. Tal agotamiento se debe a la deplecion de los de-
positos de la neurohomona en el hipotdlamo tras el doble estimulo, osmotico y
barorreflejo, mantenido y a una produccién poco eficaz. La accién de la vaso-
presina en pacientes con shock vasopléjico es interesante no sélo porque no tie-
ne efecto en individuos nomales, sino porque el shock es resistente a los efec-
tos vasopresores de otras sustancias como norepinefrina, angiotensina II y
endotelina. Entre otros efectos, la vasopresina inactiva canales K., en los mio-
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Ficura 44.  La pérdida de la homeostasis en sepsis/SIRS se debe a un predominio de los facto-
res proinflamatorios y procoagulantes, sobre los antiinflamatorios y fibrinoliticos. PAI-1: inhi-
bidor del activador de plasmindgeno-1; TAFI: inhibidor de fibrinolisis activada por trombina.

citos vasculares; amortigua el incremento, en esas mismas células, del cGMP
inducido por NO, y disminuye la sintesis de iNOS estimulada por citoquinas.

Aunque las citoquinas se consideran las principales culpables — «tormenta
citoquinica» — del shock séptico/SIRS, la compleja problemadtica de la situacién
deja abiertas innumerables preguntas (Figura 44). En primer lugar, no es apli-
cable el paradigma «bench-to-bed»; en este caso, lo que es vélido en el ratén
no lo es en el humano. Los protocolos de tratamiento basados en el bloqueo far-
macoldgico de los mediadores quimicos fracasan en la clinica humana *. Ello
ha obligado a buscar nuevas dianas, aunque la estrategia no ha variado *. El co-
nocimiento actual de las vias de sefales celulares que median la respuesta a los
microbios ha demostrado que el concepto del bloqueo de la endotoxina, a efec-
tos de prevenir las complicaciones sépticas, es simplista. El ejemplo paradig-
matico son los ratones C3H/Hel, que son resistentes a endotoxina, sobre la base
de una mutacién en el gen TLR4, y sin embargo presentan mayor mortalidad a
la inyeccion de bacterias completas. Otro es la ineficacia, en clinica humana,
del tratamiento con anticuerpos anti-endotoxina en pacientes con shock séptico.

Los pacientes con sepsis/SIRS presentan manifestaciones consistentes con
inmunosupresion., incluyendo una pérdida de hipersensibilidad diferida, inca-
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pacidad de acabar con la infeccién desencadenante y una predisposicién a in-
fecciones nosocomiales. Una razon para el fracaso de la estrategia antiinfla-
matoria en pacientes con sepsis/SIRS puede ser el cambio del sindrome con el
tiempo. Inicialmente, el cuadro puede caracterizarse por una tormenta citoqui-
nica proinflamatoria; pero si la situacién persiste, se produce un desplazamien-
to hacia una situacién inmunosupresora antiinflamatoria *.

Las células CD4 T estan programadas para secretar citoquinas con dos per-
files distintos y antagdnicos. Pueden secretar citoquinas con propiedades infla-
matorias (Th1) como TNF-o., IL-2 o INF-y, o citoquinas con propiedades anti-
inflamatorias (Th2) como IL-4 o IL-10. Los factores que determinan si las
células CD4 T tendrdn un comportamiento Thl o Th2 se desconocen con pre-
cisién, pero entre ellos destacanel tipo del patégeno, el tamafio del indculo o el
sitio de infeccién *’. Por su parte, las células mononucleares de pacientes con
quemaduras extensas o con trauma grave tienen reducidos los niveles de cito-
quinas Th1, pero incrementados los niveles de citoquinas Th2, y la reversion de
la respuesta Th2 mejora la supervivencia entre los pacientes con sepsis/SIRS.
Se ha sefialado que el incremento progresivo de IL-10 —indicador de respues-
ta Th2— predice un desenlace fatal (Figura 45).

Anergia es un estado de indiferencia al antigeno. Las células T son anérgi-
cas cuando no son capaces de proliferar o de secretar citoquinas, en respuesta
a sus antigenos especificos. Pacientes en shock séptico/SIRS tienen niveles re-
ducidos de células T circulantes, y sus células T remanentes son hipo o anérgi-
cas. Por su parte, células apoptéticas —gran nimero de células epiteliales in-
testinales y linfocitos mueren por apoptosis en tal situacion— pueden provocar,
al menos en parte, anergia o respuesta Th2 inducidas por sepsis/SIRS.

En el extremo opuesto a la anergia se situa el denominado sindrome de shock
téxico (TSS) *. El TSS es una enfermedad de comienzo hiperagudo —el shock
séptico se instaura progresivamente —, caracterizada por fiebre, rash cutdneo e
hipotensién, que puede desembocar, también rdpidamente, e una situacion letal
de fracaso orgédnico miiltiple. La enfermedad estd causada por superantigenos
bacterianos (SAGs) secretados por Staphylococus aureus y estreptocos del gru-
po A. Los SAGs puentean la presentacién antigénica normal; ello, al acoplarse
a las moléculas del MHC de la clase II sobre la superficie de las células pre-
sentadoras de antigenos, y a regiones variables espécificas de la cadena beta del
receptor antigénico de las células T. A través de esta interaccién, los SAGs ac-
tivan las células T que trasmiten 6rdenes, de una magnitud muy superior a las
incitadas por la presentacion antigénica normal, que resultan en una liberacién
masiva de citoquinas que, se cree, es responsable de la espectacularidad del TSS.
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Ficura 45.  El equilibrio entre las respuesta proinflamatoria y antiinflamatoria depende de un
complejo entramado de sefiales citoquinicas. Los macrdfagos responden a seriales activadoras se-
guin patrones bien establecidos pero mal comprendidos. Un determinado estimulo activa los ma-
crdfagos que responden produciendo y liberando citoquinas inflamatorias —IL-1 y TNF-a— vy,
ademds, sefiales que condicionan el futuro de células CD4 Thy,. Si el macrdfago libera IL-12, CD4
Th,, compromete su destino hacia un fenotipo tipo 1 (CD4 Th,), que define una respuesta proin-
flamatoria que se traduce en la produccion de IL-2, TNF-o e interferon 7y (INF-y). Si los macro-
fagos responden al estimulo inicial liberando IL-15, CD4 Th,, compromete su destino hacia un fe-
notipo tipo 2 (CD4 Th,), que define una respuesta antiinflamatoria que se traduce en la produccion
de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Ademds, cada tipo de respuesta bloquea la contraria, lo que potencia
el efecto final. El resultado final de una respuesta tipo 1 serd un cuadro, en principio, de defensa
del organismo, y la de una respuesta de tipo 2 condicionard, a la postre, una situacion de anergia.

Un mecanismo potencial de apoptosis linfocitica puede deberse a la libera-
cién de glucocorticoides inducida por la situacion de estrés inflamatorio, aunque
tales hormonas son un farmaco bien asumido *. La autopsia de pacientes falle-
cidos por sepsis/SIRS descubre una pérdida masiva, por apoptosis *°, de células
inmunocompetentes, en especial de células B, células T CD4 y células dendriti-
cas foliculares, que disminuyeron la produccién de anticuerpos, la activacion de
macrdfagos y la presentacion antigénica, respectivamente. Otros dos hallazgos
constantes en las autopsias son necrosis centrolobulillar hepdtica junto con ne-
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Sindrome cerebral:

conciencia alterada,
confusidn, psicosis.

Sindrome de distrés
respiratorio agudo:
tagquipnea
Pad, =70 mm Hg
Sa0, <90%
Pa0, | FIO2 < 300.

Fracaso hepatico;
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Shock:
tagquicardia
hipotensidn
edema masivo generalizado
vasoplejia.

Fracaso gastrointestinal:

sindrome compartimiental
translocacion bacteriana.
llceras de estrés

Fracaso renal agudo:

+ gnzimas .
albiimina oligoanuria
- PT. *ereatininemia.
5':-“:'“:‘”""-_”"—’“’I:'”I”-":‘: Coagulacidn Intravascular
m‘::::':::n:'?. insulina diseminada;
’ plaguetas
L PT | APTT
Sindrome respiratorio ., Proteina C,
periférica: + dimaros O
L HE-Py,

Ficura 46. El sindrome de disfuncion o fracaso orgdnico miiltiple (MODS) afecta a diferentes
organos y sistemas. El sindrome respiratorio periférico se refiere a un incremento de la afinidad
de la hemoglobina por el oxigeno; ello dificulta su extraccion por los tejidos, contribuyendo a la
distorsion metabolica celular. La causa del incremento de la afinidad por el O,, que se traduce
en una disminucion de la p50 —presion parcial de oxigeno arterial (27 mm Hg), a la que la he-
moglobina presenta una saturacion de O, del 50 %—, es una perturbacion del metabolismo del
eritrocito que compromete la produccion de 2,3-bifosfoglicerato, un modulador alostérico de la
hemoglobina que facilita la cesion de oxigeno.

crosis focales cerebrales y miocdrdicas, y la discordancia entre los hallazgos his-
topatoldgicos y el sindrome MODS responsable de la muerte de estos pacientes.
El hallazgo patognomdnico es una situacion generalizada de «hibernacién celu-
lar» o de «aturdimiento celular» como ocurre durante la fase de preinfarto del
miocardio. Presumiblemente la sepsis/SIRS activa mecanismos de defensa que
induce a las células a mantener, exclusivamente, las funciones basicas. En resu-
men, la autopsia no revela porqué mueren los pacientes con sepsis/SIRS.

La causa ultima de la muerte en pacientes con sepsis/SIRS es el fracaso or-
génico multiple *'. Tipicamente, los pacientes desarrollan, en la fase inicial, pro-
blemas funcionales en un solo 6rgano —por ej. fracaso respiratorio que exige
respiracion mecanica—; si la enfermedad persiste, irdn apareciendo problemas
en otros Organos y sistemas, hasta abocar en un fracaso multiorgénico que
acarreara, sin son mds de tres los afectados, la muerte del paciente (Figura 46).
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La patogénesis del sindrome de fracaso multiorganico (MODS) es multifactorial
y no bien comprendida. La hipoperfusion e hipoxia tisular son los factores do-
minantes. Por otro lado, los factores involucrados provocan un depdsito genera-
lizado de fibrina que causa oclusion microvascular y extravasacion, que compo-
meten aun mds la oxigenacidn tisular, y trastornos en la homeostasis
microvascular que resultan de la produccion de sustancias vasoactivas como PAF,
histamina y prostanoides. Los infiltrados celulares, especialmente neutrdfilos, da-
fan directamente los tejidos al liberar enzimas lisosémicas y especies reactivas
—radicales libres— derivadas del metabolismo del oxigeno. TNF-a y otras ci-
toquinas incrementan la expresion de iNOS y la de su producto NO, que causa
mayor inestabilidad vascular y que puede contribuir a deprimir, de manera di-
recta, el miocardio. A parte de la hipoxia, las células pueden ser disdxicas —in-
capacidad de utilizar el oxigeno disponible—, otra consecuencia del exceso de
la produccién de NO, que interfiere la respiracion mitocondrial.

En la situacion de sepsis/SIRS se produce una liberacién de factor tisular
por monocitos y células endoteliales que dispara la producciéon de trombina a
través de la via extrinseca de la coagulacion. La activacién de PAR1 por trom-
bina puede representar el engarce entre coagulacion e inflamacién (ver Figu-
ra 18). PARI es expresado sobre la superficie de plaquetas, células endotelia-
les y neutréfilos. La activacion de PARI1 sobre las células endoteliales por
trombina conduce a la liberacién de mediadores inflamatorios como PGs y NO,
mientras que la activacion de PAR1 en neutré6filos conduce a la transmigracién
de estas células hacia el espacio extracelular. Por dltimo, la activacién de PAR1
en plaquetas conduce a su adhesién al endotelio y agregacidn subsiguiente, que
potencia el sistema de coagulacién y favorece los depdsitos de fibrina. Inde-
pendientemente de la activacion de PARI, la trombina estd directamente invo-
lucrada en la coagulacion al convertir fibrinégeno en fibrina. Por otro lado, el
Factor X activado puede actuar directamente sobre las células endoteliales ac-
tivando una via no hemostéitica que utiliza EPR-1, que sinergia su efecto con
la activacién de PAR1 endotelial por trombina, para forzar al endotelio a pro-
ducir masivamente IL-6 y NO. El Factor Xa utiliza la via clasica de la coagu-
lacién para incrementar la concentracion de trombina al estimular la conver-
sién de protrombina a trombina.

Una causa adicional del estado procoagulante en sepsis/SIRS es el incre-
mento en la produccién del procoagulante PAI-1, y la depresidon expresiva de
tres factores anticoagulantes: antitrombina, inhibidor del factor tisular y protei-
na C . Tales anticoagulantes naturales tienen particular importancia porque,
ademds de su efecto amortiguante sobre la generacion de trombina, ejercen pro-
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piedades anti-inflamatorias al impedir la activacién de los factores de trans-
cripcién NF-kB y AP-1. La proteina C (PC) es una serina-proteasa, dependien-
te de vitamina K que, tras ser activada (aPC) por trombina complejada con trom-
bomodulina, detiene el proceso de coagulacion inactivando los factores V'y VIII
activados. Por otro lado, aPC utiliza el receptor EPCR como un co-receptor de
APRI1 que, tras esta interaccion, induce sefiales anti-inflamatorias que incitan la
expresion de la inmunomoduladora MCP-1. La interaccion entre EPCR y APR1
impide a este ultimo responder a trombina. Ademds, aPC inhibe PAI-1. El fac-
tor V Leyden —una variante del factor V de la coagulacién— causa un cuadro
de hipercoagulabilidad por ser resistente a la aPC; por su parte, la adiministra-
cién de proteina C en sepsis/SIRS ha demostrado resultados optimistas.

El cuadro referido de hipercoagulabilidad e hipofibrinolisis se traduce en el
denominado sindrome de «coagulacién intravascular diseminada» (DIC), que
expresa el fracaso orgdnico méas precoz del MODS, y cuya traduccién clinica es
un sindrome paraddjicamente hemorrdgico que justifica la denominacién de «co-
agulopatia por consumo» con la que también se conoce al sindrome **. El he-
cho distintivo de DIC es la formacién intravascular diseminada de fibrina que
provoa la oclusién trombética de los pequeiios vasos (Figura 47). La coagula-
cidn intravascular compromete el aporte de sangre a tejidos y a érganos y, jun-
to con las alteraciones hemodindmicas y metabdlicas, contribuye al MODS. A
la vez, la utilizacién masiva y la subsiguiente deplecién de factores de coagu-
lacion y de plaquetas resultantes de la coagulacién progresiva y mantenida in-
ducen hemorragia masiva que, en ocasiones, puede ser el primer sintoma del
sindrome.

El sindrome DIC tiene un efecto domind, al que siguen, secuencialmente o
en paralelo, el fracaso de otros 6rganos —MODS: sindrome de distrés respira-
torio agudo **; fracaso renal agudo *; disfuncién gastrointestinal acompafiada
de hemorragia digestiva y translocacién bacteriana *°, o insuficiencia cardiaca
”7_ que agravan, progresivamente, el prondstico de la situacién. Por su reper-
cusion sobre todo el panorama descrito, junto con DIC, los disturbios endocri-
nos y metabdlicos en la sepsis tienen especial relevancia .

La respuesta metabdlica inicial a la sepsis estd estrechamente regulada por
cambios endocrinos especificos, que inactivan vias anabdlicas e incrementan la
actividad hipofisaria anterior. Durante la sepsis, no solo varia la cantidad de hor-
monas sino también el patron de secrecion. La resistencia a la insulina es una
de las caracteristicas del paciente séptico, y parece que, en la respuesta meta-
bdlica a la sepsis, se perturba el equilibrio entre insulina y sus hormonas con-
trarreguladoras —cortisol, glucagén, hormona del crecimiento y catecolami-
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Ficura 47.  Sepsis/SIRS alteran el equilibrio homeostdtico normal entre mecanismos procoagulan-
tes y anticoagulantes. Se produce una produccion y secrecion incrementadas de factor tisular que, a
través de la via extrinseca de la coagulacion que utiliza inicialmente factor Vila, provoca un au-
mento significativo de produccion de trombina, que genera fibrina a partir de fibrinogeno. Simultd-
neamente, incrementa la produccion de inhibidor del activador de plasmindgeno-1 (PAI-1), que re-
sulta en una disminucion de la produccion de plasmina y, con ello, un fracaso de los mecanismos
fibrinoliticos; la fibrina es convertida en productos de degradacion (FDP), de especial significado
en diagndstico clinico del sindrome de coagulacion intravascular diseminada. Sepsis/SRIS también
causa una disminucion de la produccion del anticoagulante natural proteina C, cuya activacion (aPC)
inhibe las vias extrinseca (inhibe al factor VII activado) e intrinseca (inhibe al factor V activado),
de la coagulacion. aPC también es un potente antitrombico, a la vez que inhibe PAI-1 y TAFI. Todo
ello hace que la disminucion de aPC tenga un importante efecto procoagulante, cuyo resultado neto
es la formacion de depdsitos de fibrina en el territorio microvascular, que provoca una alteracion de
la oxigenacidn tisular v, finalmente, daiio celular. Modificada de: Cohen **; fig. 2, pdg. 887.
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Ficura 48.  Sepsis/SIRS induce cambios en el perfil hormonal y metabolico. Modificada de: Kaeseler
etal.”; fig. 1, pdg. 415.

nas—, que estimulan la gluconeogénesis y la glicogenolisis hepdticas e inhiben
la captacion de glucosa mediada por insulina. En la situacién séptica, el con-
junto de respuestas endocrinas se torna hacia el catabolismo (Figura 48). En
condiciones basales, el nivel de glucosa estd regulado por la oferta hepaitica,
siendo el sustrato metabdlico principal los dcidos grasos libres (FFAs). Parece
que durante la sepsis, uno de los problemas metabdlicos principales es la inca-
pacidad de utilizar FFAs como sustrato metabdlico. Normalmente, la oferta he-
patica de glucosa depende de la glicogenolisis y resintesis a partir de carbonos
reciclados (por ej. lactato y glicerol), y en mucho menor grado por gluconeo-
génesis a partir de aminodcidos (AAs) como alanina y glutamina; todo ello esta
marcadamente alterado en la sepsis. La resistencia periférica a la insulina re-
sulta en una disponibilidad incrementada de FFAs y de AAs como resultado de
un desplazamiento hacia lipdlisis y proteolisis. La funcién hepética como regu-
ladora de la glucemia también se ve afectada como resultado de la resistencia
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hepdtica a la insulina, lo que se traduce en un incremento de la oferta hepatica
de glucosa, primero resultante de glicogenolisis y, luego, de gluconeogénesis.

La pérdida de masa muscular resultante de la postracion y de la respuesta ca-
tabdlica es significativa en sepsis, que se caracteriza por una inhibicion de la sin-
tesis y un incremento de la degradacion proteicas. Los AAs liberados al torrente
circulatorio son captados por el higado, que los utiliza para sintetizar proteinas
APR y como sustrato gluconeogénico, en competencia con entericitos y polimor-
fonucleares neutréfilos que también utilizan glutamina como sustrato energético.
Los responsables del cuadro metabdlico son IL-1, que induce un incremento in-
directo de la produccién de cortisol, tras provocar la liberacién hipofisaria de
ACTH, y TNF-0., que induce directamente la liberacion de cortisol por las gldn-
dulas suprarrenales. El musculo séptico, aunque capta glucosa mediante un trans-
portador independiente de insulina, es resistencia al efecto anabdlico de esta vy,
también, a IGF-1 que media la accién de la hormona de crecimiento.

La concentracion plasmadtica de FFAs se eleva significativamente, en parte como
resultado de la resistencia hepdtica a la insulia y, en parte, por la resistencia del te-
jido adiposo a esta misma hormona. La glucosa es metabolizada en el hepatocito
a malonil-CoA, que inhibe la carnitina-palmitoil transferasa, la enzima de la mem-
brana mitocondrial responsable del transporte de los FFAs de cadena larga al inte-
rior mitocondrial para su oxidacién. El actimulo de malonil-CoA también incre-
menta la sintesis hepdtica de FFAs, triglicéridos y VLDL. Se conoce que existen
receptores de FFA entre otros, en las células del sistema inmunolégico.

La hiperglicemia incrementa la cascada de adhesion leucocitaria; efecto que
no es dependiente de cambios en la osmolaridad sino de un incremento en la
expresion de moléculas de adhesion (Figura 49). Glucosa y FFAs, en concen-
traciones elevadas, incrementan la concentracion celular de especies reactivas
de oxigeno que, tras interaccionar con NO, dan lugar a nuevos radicales que ac-
tiva NF-xB, responsable de la expresion de aquellas moléculas. Por otro lado,
la hiperglicemia y la resistencia a la insulina afectan las funciones basicas de
los fagocitos, lo que podria acarrerar consecuencias negativas sobre la funcidn
fagocitica en la sepsis. MIF es una citoquina reguladora que estimula la funcién
de los macr6fagos y contrarresta los efectos de los glucocorticoides sobre estas
células. MIF es secretado constitutivamente por la hipéfisis anterior, por las cé-
lulas inmunocompetentes en respuesta a los estimulos proinflamatorios y por las
células [ pancredticas en respuesta a la estimulacion por glucosa actuando de
manera autocrina para estimular la secrecién de insulina. MBL juega un papel
importante en la inmunidad innata; un déficit de MBL, que depende de insuli-
na, se asocia con una susceptibilidad incrementada a las infecciones. Por ulti-

113



PeDRO GARCIA BARRENO

Endotelio

Sangre

Leucocito PMN

FiGurA 49.  Efectos de insulina, glucagon y FFA sobre la expresion de moléculas de adhesion ce-
Iular (CAM) y de las interacciones entre leucocitos y endotelio. Modificada de: Kaeseler et al.*’;

fig. 2, pdg. 417.

mo, la insulina tiene un efecto anticitoquinico, en especial respecto a TNF-a e
IL-6, y TNF-a e IL-1p estdn involucrados en el desarrollo de la resistencia a la
insulina caracteristica de la sepsis.

Un nuevo ingrediente que se considera en el MODS son las consecuencias
crénicas del shock séptico *. Pacientes que se han recuperado del MODS mues-
tran, a los treinta dias de dar por resuelta la situacion, una mortalidad del 30-
50 %; y algunos estudios sefialan la persistencia de un riesgo significativo de
morir, durante, al menos, los ocho afios siguientes del alta hospitalaria. Ello pa-
rece significar que la inflamacién generalizada y grave, que significa el cuadro
de shock inflamatorio, pone en marcha una respuesta inflamatoria, disregula-
da, que tiene consecuencias a largo plazo respecto a la respuesta del huésped
a otros retos.
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Retomando el sentir de Lewis Thomas — «un observador de la biologia»—, es
la inflamacion desmedida cuando se produce —‘“fuego amigo”—, mds que la
agresion, la causa principal de la enfermedad y su desenlace. Existe un amplio
consenso sobre que la sepsis/SIRS es el resultado de la incapacidad de controlar la
respuesta inflamatoria. Y desde el lado de las repercusiones a largo plazo de la
inflamcidn, son abundantes y vienen de lejos, los datos que ligan hipercoleterolemia
y aterogénesis, pero solo recientemente se ha apreciado que son mecanismos
inflamatorios los que acoplan ambos términos. El reclutamiento leucocitario y la
expresion de citoquinas proinflamatorias caracterizan las fases iniciales del ateroma,
y vias inflamatorias promueven trombosis, una complicacién letal de la
aterosclerosis. Por su parte, el espectro de enfermedades inflamatorias del sistema
nervioso central se ha ido expandiendo desde las enfermedades autoinmunes
clasicas, como la esclerosis mudltiple, a aquellas en las que, como el Alzheimer,
existe una respuesta inmune innata provocada por la produccion local de proteina-
B amieloide, una proteina de la fase aguda de la respuesta inflamatoria. Y datos
recientes apoyan el concepto de que la inflamacion es un componente critico de la
progresion tumoral. Muchos canceres se desarrollan a partir de infeccion, irritacion
e inflamacién, y se ha hecho evidente que el microambiente tumoral, que esta
orquestado en gran parte por células inflamatorias, es un participante indispensable
en el proceso neopldasico, apoyando la proliferacion, la supervivencia y la migracién
celular.

«La vida es breve; la ciencia, extensa; la ocasion, fugaz; la experiencia, inse-
gura; el juicio, dificil. Es preciso no sélo disponerse a hacer lo debido uno mismo,
sino ademds [que colaboren] el enfermo, los que le asisten, y las circunstancias ex-
ternas», asi comienzan los Aforismos hipocraticos. Apliquese a la inflamacion.
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Acronimos y siglas

AA: Aminodcido

ACCP: American College of Chest Physicians
ACE: Angiotensin-converting enzyme

ACTH: Adrenocorticotropic hormone

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADP: Adenosine diphosphate

alL-R: antagonist of IL-R

AM: Adrenomedulina

AMBP: AM-binding protein

AMP: Adenosine monophosphate

AP: Activator protein

APAF: Apoptosis protease-activating factor
APC: Antigen presenting cell

aPC: activated-Protein C

Apo: Apolipoproteina

APR: Acute phase response

ASC: Apoptosis-associated speck-like protein containing CARD
ATM: Ataxia telangiectasia mutated

ATP: Adenosine triphosphate

BIR: Baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat
BK: Bradikinin

BPIP: Bacterial permeability-increasing protein

C: Complemento sérico
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CAM: Cell adhesion molecule
CARD: Caspase-activating and recruitment domain
CATERPILLER: CARD, transcription-enhancer, R (purina)-binding, Pyrin, lots of LRRs

CD: Cluster designation o cluster of differentiation (Nomenclatura propuesta en 1982,
en el First International Workshop and Conference on Human Leukocyte Differen-
tiation Antigens (HLDA); workshops denominados en la actualidad Human Cell Dif-
ferentiation Molecules)

C/EBPB: CCAAT/enhancer binding protein beta
CED: Cell death

CGRP: Calcitonin gene related product

CIAS: Cold-induced auto-inflammatory syndrome
CIITA: MHC Class II transcription activator
CNS: Central nervous system

CNTF: Ciliary neurotrophic factor

COX: Cyclooxigenasa

CpG: islas de citosina-guanina

CRP: C-reactive protein

CSF: Colony stimulating factor

CT: Cardiotrofina

CyPG: Cyclopentanone prostaglandin

Cys: Cystein

DIC: Disseminated intravascular coagulation
ECM: Extra-cellular matrix

EGF: Epidermal growth factor

ELAM: Endotelial-leukocyte adhesion molecule
EPCR: Endothelial protein C receptor

EPR: Effector cell protease receptor

ESL: E-selectin ligand

FDP: Fibrin degration products

FFA: Free-fatty acid

FP: N-formil-péptido

FPR: FP Receptor
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GF: Growth factor

GlyCAM: Glycosilation-dependent cell adhesion molecule
GMP: Granule membrana protein

gp: Glycoprotein

GPCR: G protein-coupled receptor

HDL: High-density lipoproteins

HET-E: Incompatibility locus protein from Podospora anserine
HK: High-molecular weight kininogen
HMGB: High mobility group box

HNF: Hepatic nuclear factor

HSP: Heat shock protein

ICAM: Inter-cellular adhesion molecule

ICE: IL-1B-converting enzyme

IFN: Interferon

Ig: Inmunogloulina

IGF: Insulin-like growth factor

IKK: Inhibitor-kappa B kinase

IL: Interleuquina

IL-R: IL-receptor

iNOS: inducible NOS

IPAF: ICE-protease activating factor

IRAK: IL-R-associated kinase

IRF: Interferon regulatory factor

KKS: Kalikrein-kinin system

LAD: Leukocyte adhesion deficiency

LAM: Leukocyte adhesion molecule

LBP: LPS-binding protein

LECAM: Leukocyte-endothelial cell adhesion molecule
LFA: Lymphocyte function-associated antigen
LIF: Leukemia inhibitory factor

LP: Lipopépido
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LPS: Lipopolisacdrido

LRR: Leucine rich repeat

LT: Leucotrieno

Mac: Macrophage antigen

MAdCAM: Mucosal addressin cell adhesion molecule
MAL/TIRAP: MyD88-adaptor-like protein/TIR-containing adapter protein
MAPK: Mitogen-activated protein kinase
mARN: ARN mensajero

MBL: Mannose-binding lectin

MCP: Monocyte chemoattractant protein
MDL: Myeloid DAPI12-associating lectin
MDP: Muramyl dipeptide

MEL: Melanome antigen

MHC: Major histocompatibility complex
MIF: Macrophage migration Inhibitory factor
MMP: Matrix metalloproteinase

MODS: Miiltiple organ disfunction syndrome
MSH: Melanocyte stimulating hormone
MSR: Macrophage scavenger receptor

MyD: Myeloid differentiation factor

NACHT: NAIP, CIITA, HET-E y TP1

NAD: NBS/NACHT-associated domain

NAIP: Neuronal apoptosis inhibitor protein
NALP: NACHT - NAIP, LRR, PYD

NB-ARC: Nucleotide-binding adaptor shared by Apaf-1, R proteins, and CED-4
NBS: Nucleotide binding site

NBS-LRR: Nucleotide-binding site and LRR
NEMO: NF-kB essential modulator

NF: Nuclear factor

NF«B: Nuclear factor xB

NLR: NOD-like receptor
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NO: Nitric oxide

NOD: Nucleotide-binding oligomerization domain
NOS: NO synthase

NPN: Neuropoyetina

OSM: Oncostatina M

PADGEM: Platelet-activation-dependent granule to external membrane protein
PAF: Platelet-activating factor

PAI: Plasminogen-activator inhibitor

PAMP: Pathogen-associated molecular pattern
PAR: Protease-activated receptor

PC: Phosphatidyl choline

PE: Phosphatidyl ethanolamine

PG: Peptidoglicano

PG: Prostaglandina

PGRP: Peptidoglycan-recognition protein

PK: Pre-kallikrein

PKR: RNA-dependent protein kinase

PL: Phospholipid

PLA: Phospholipase A

PRCP: Prolylcarboxypeptidase

PRM: Pattern-recognition molecule

PS: Phosphatidyl serine

PSGL: P-selectin glycoprotein ligand

PYD: Pyrin domain

RAGE: Receptor for advanced glycation end products
RAS: Renin-angiotensin system

RPK: RNA-dependent pmProtein kinase

SAA: Serum amyloid A protein

SAG: Superantigen

SAP: Serum amyloid P component

SCCM: Society of Critical Care Medicine
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sCD: soluble CD

sIL-R: soluble IL-R

SIRS: Systemic inflammatory response syndrome

SM: Sphingomyeline

SMH: modelo «Shai-Matsuzaki-Huang»

SnRNP: Small nuclear ribonucleoprotein particle
SOCS: Suppressors of cytokine signaling

sPLA: soluble PLA

STAT: Signal transducer and activator of transcription
TAB: TAKI-bindig protein

TAFIL: Thrombin-activable fibrinolysis inhibitor

TAK: Transforming growth factor-B-activated kinase-1
STNFR: soluble TNFR

TGF: Transforming growth factor

Th: helper T-cell

TIR: Toll/Interleukine-1 receptor homologous region
TIRAP/MAL: TIR domain-containing adapter protein /| MyDS88-adaptor-like protein
TLR: Toll-like receptor

TNF: Tumor necrosis factor

TNFR: TNF receptor

Tollip: Toll-interacting protein

TP: Telomerase-associated protein

tPA: tissue plasminogen activator

TRAF: TNFR-associated factor

TRAM: TLR-associated molecule

TREM: Triggering receptor expressed on myeloid cells
TRIF: Toll-receptor-associated activator of interferon
TSS: Toxic shock syndrome

VCAM: Vascular cell adhesion molecule

VLA: Very late antigen

VLDL: Very low-density lipoproteins

134



NADPH oxidasa fagocitica y enfermedad
granulomatosa cronica

MARIA CASCALES ANGOSTO

RESUMEN

La NADPH-oxidasa fagocitica es un sistema que productor de radical superoxi-
do que constituye una fuente endégena importante de especies reactivas del oxigeno
en el organismo y se encuentra implicado en la respuesta del sistema inmune inna-
to, frente a una gran variedad de patégenos. Este complejo enzimético estd formado
por un heterodimero unido a membrana, el flavocitocromo b, y una serie de fac-
tores citosSlicos p47™, p67°", p40°™™* y la pequefia GTPasa Rac2, que se traslocan
a la membrana plasmética donde experimentan un proceso de ensamblaje que con-
forma el sistema enzimético activo. Este proceso se encuentra estrictamente regula-
do e implica una serie de fosforilaciones, traslocaciéon y multiples cambios confor-
macionales. El conocimiento de las interacciones proteina-proteina que permiten el
ensamblaje y el mecanismo de accidn enzimatico, ha permitido detectar los cambios
que transcurren en el estado activo. La importancia fisiopatologica de la NADPH
oxidasa fagocitica se muestra en la enfermedad granulomatosa crénica (EGC), pato-
logia transmitida por herencia en la cual estd ausente o defectuoso alguno de los com-
ponentes de la NADPH oxidasa. Esta enfermedad aparece en la infancia y los indi-
viduos que la padecen sufren infecciones recurrentes crénicas y severas debido a la
incapacidad de sus neutréfilos para generar radical superdxido y destruir microbios
patégenos.

INTRODUCCION

La respuesta inmune innata representa una estrategia defensiva del organismo
utilizada para hacer frente a una gran variedad de microorganismos patégenos
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(bacterias, virus y hongos). La activacion del sistema inmune innato da lugar a
una respuesta inflamatoria esencial para el control rapido de las infecciones. Los
leucocitos fagociticos, componentes esenciales del sistema inmune innato, que han
surgido para responder rapidamente a la presencia de agentes invasores, son cri-
ticos en estos procesos por su capacidad de atrapar y destruir los microorganis-
mos Estos leucocitos comprenden neutréfilos (polimorfonucleares, PMN), mono-
citos, macrofagos y eosinofilos. La actividad de la NADPH-oxidasa fagocitica
constituye un mecanismo muy conservado a través de las especies, que genera es-
pecies reactivas de oxigeno. Este sistema, responsable del denominado estallido
respiratorio (respiratory burst) de los fagocitos es una fuente endégena importante
de radical superéxido y esta constituido por varias proteinas distribuidas entre el
citoplasma y la membrana plasmatica. Durante la activacion leucocitaria los com-
ponentes ubicados en el citosol, tienen que emigrar a la membrana plasmatica,
que es donde se verifica el ensamblaje del complejo funcional que conforma el
sistema enzimatico activo [1-3].

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN) o neutréfilos (Figura 1) se encuen-
tran normalmente en la sangre (vida media 7 h), migran hacia los tejidos y dedi-
can su corta vida a la supervivencia. Sin embargo, en caso de infeccion, el perio-
do vital de estas células se incrementa y grandes cantidades de ellas son reclutadas
rapidamente y dirigidas hacia el lugar de la infeccién donde actian atrapando y
destruyendo los patégenos invasores, mediante la activacion de la NADPH oxi-
dasa y la consiguiente generaciéon de radical superdxido, especies reactivas del
oxigeno derivadas y enzimas proteoliticas. La importancia fisiopatoldgica de la
NADPH fagocitica estd demostrada por la enfermedad “granulomatosa” crénica
(EGC), que se caracteriza por defectos genéticos en los componentes esenciales
de este sistema, que constituyen una amenaza para la vida. Los pacientes con EGC
padecen frecuentes infecciones severas y recurrentes y sus tejidos se infiltran de
granulomas, estructuras formadas por la inclusién de neutréfilos, monocitos y ma-
créfagos, que han fagocitado bacterias que son incapaces de destruir.

La NADPH-oxidasa fagocitica es un complejo enzimatico asociado a membra-
na, que cuando se activa, cataliza la transferencia de electrones desde el NADPH
intracelular hacia el O, situado en el espacio fagolisosémico, con la formacién de
radical super6xido. El radical superéxido se convierte rapidamente en peroxido de
hidrégeno, radical hidroxilo y 4cido hipocloroso. Estos, junto a los derivados reac-
tivos del nitrégeno y a los enzimas proteoliticos de los granulos, constituyen el me-
canismo fundamental de respuesta del sistema inmune innato, para la destruccién
de los agentes patdgenos [1-4]. Otras c€lulas no fagociticas, como los linfocitos B,
expresan también este sistema enzimatico y generan radical superdxido.
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SISTEMA NADPH OXIDASA FAGOCITICO

La presencia de oxigeno es un requisito vital para que los fagocitos puedan des-
truir y digerir los agentes patdgenos, pero no es necesaria para la fagocitosis mis-
ma. Desde hace casi cincuenta afios, el estallido respiratorio catalizado por la
NADPH oxidasa, proceso en el que se consumen cantidades considerables de oxi-
geno, ha fascinado a muchos investigadores. Fue en 1959 cuando Sbarra y Kar-
nosky [5], que se encontraban investigando la fagocitosis del bacilo de la tubercu-
losis por neutréfilos, detectaron un subito incremento en el consumo de oxigeno
por estas células, el cual era resistente a inhibidores especificos de la cadena mi-
tocondrial, tales como la azida sodica y el cianuro. También observaron que este
consumo de oxigeno no coincidia con la respiracion mitocondrial, por lo que su-
pusieron que este fendmeno deberia encontrarse involucrado en algtin otro proce-
so diferente al de produccion de energia. Posteriormente se aclaré que su mision
era destruir microorganismos mediante la oxidacion de un sustrato suministrado
por la glucolisis. El sustrato natural de esta oxidasa fue un tema de considerable
especulacion y por fin se llegd a descubrir que se trataba del equivalente reductor
NADPH, producto de la oxidacién de la glucosa por el ciclo de los fosfatos de pen-
tosas. Estos autores denominaron a este sistema “NADPH oxidasa” [5].

Los PMN o neutréfilos adquieren la capacidad de producir especies activas de
oxigeno cuando experimentan la activacién por una serie de estimulos proinfla-
matorios. Este proceso se caracteriza por un aumento stbito del consumo de oxi-
geno no asociado al transporte electrénico mitocondrial, catalizado por el sistema
NADPH-oxidasa y denominado «estallido respiratorio». La produccién “explosi-
va” de radical superdxido en respuesta a estimulos externos es una propiedad ca-
racteristica de estos fagocitos profesionales, que es utilizada por las células para
destruir bacterias y se encuentra implicada en la respuesta inflamatoria [6, 7].

Por tanto, los neutréfilos juegan un papel esencial en la defensa innata del orga-
nismo frente a agentes patogenos, actuando, a su vez, como mediadores primarios de
la respuesta inflamatoria. Para defender al organismo, estas células utilizan una am-
plia variedad de productos microbicidas, tales como oxidantes, péptidos, enzimas li-
ticos, etc. La generacion de agentes oxidantes por el complejo multiproteico NADPH
oxidasa, antes mencionado, cataliza la transferencia de electrones desde el NADPH
al O,, con la simultdnea produccion de radical superéxido. Durante la activacion de
la oxidasa, diversas proteinas citosélicas se traslocan a la membrana plasmética que
rodea al fagolisosoma, donde se asocian a otro complejo unido a membrana el fla-
vocitocromo b.,. Este proceso se encuentra estrictamente regulado e implica fosfo-
rilaciones, traslocacién y miuiltiples cambios conformacionales.
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1

Ficura 1. Muestra de sangre donde aparece un neutrdfilo polimorfonuclear (PMN)
rodeado de eritrocitos.

El producto de la reaccién enzimatica catalizada por la NADPH oxidasa, se
identific6 al principio como H,O, por su capacidad para oxidar el formato. Pos-
teriormente Babior, Kipnes y Curnutte en 1973 demostraron que el H,0O, pro-
cedia de la dismutacién del radical superdxido [8]. Cuando los neutréfilos fa-
gocitan particulas, el anién superéxido se produce en aquella regién de la
membrana plasmadtica en contacto directo con la particula. Después ha de trans-
currir un periodo (fase “lag”), que proporciona al fagocito el tiempo requerido
para la formacién y cierre de una vacuola que impide la salida al exterior de las
especies de oxigeno formadas. Al descubrirse que los radicales libres de oxige-
no se producfan en grandes cantidades en la vacuola fagocitica (Figura 2), se
responsabilizé a estos radicales de la destruccidn del microorganismo. Sin em-
bargo, tanto el radical superéxido como el peréxido de hidrégeno son relativa-
mente poco reactivos, de manera que hubo que buscar otras explicaciones y pro-
fundizar en estas reacciones. Asi, se llegd a la conclusién que el contenido de
los granulos citoplasmaéticos, presentes en los fagocitos, debia jugar también
un papel importante. Se observé que los citoplastos, unos cuerpos enucleados
sin granulos, fagocitaban las bacterias y producian un estallido respiratorio nor-
mal, pero destrufan tales bacterias con muy poca eficiencia. Esto indicaba que
los componentes de los granulos aunque eran requeridos en este proceso, su ac-
tividad no era lo que se esperaba. Posteriormente se detecté que uno de los prin-
cipales constituyentes de los granulos era la mieloperoxidasa, enzima que utili-
za el H,O, para oxidar los haluros y convertirlos en compuestos reactivos
téxicos, como el OHCI y las cloraminas. Sin embargo, se observé que en casos
de deficiencia en mieloperoxidasa, la destruccién de los microbios no resultaba
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Ficura 2. Esquema que muestra un fagocito atrapando un microorganismo en la vacuola

fagocitica. La NADPH oxidasa se activa selectivamente en la membrana de la vacuola y genera

0,” y H,0, en el limen de la vacuola. Otros enzimas se liberan en la vacuola por desgranulacion
de los grdnulos citoplasmdticos [11].

abiertamente defectuosa, por tanto, tenian que estar necesariamente implicados
otros factores en el estallido respiratorio y en la destruccién de las proteinas de
los agentes patogenos. La explicacion aparecid por fin y resultd ser notable-
mente simple: el bombeo hacia el interior de la vacuola de concentraciones mi-
limolares de electrones, no acompafiada de protones, originaba el consumo de
iones de hidrégeno en el lumen de dicha vacuola, con la consiguiente elevacion
del pH. Se observé también que el contenido de los granulos se mantenia en es-
tado inactivo a pH 5.0, pero se activaba cuando se exponia al medio relativa-
mente alcalino de la vacuola [9-12].

Posteriores trabajos de Rada y colaboradores [13] han cuestionado el mode-
lo clasico de destruccion de bacterias por los fagocitos y el efecto téxico de las
ROS, atribuyendo un papel importante al movimiento i6nico y a la liberacién
de las proteinas en el interior del fagosoma.

Estd claro que los fagocitos circulantes y los macréfagos de los tejidos, son
capaces de generar cantidades sustanciales de radical superéxido, pero en este
aspecto los neutrdfilos son los mas activos puesto que llegan a producir hasta
100 nmoles de radical superéxido por millén de células, cuando se estimulan
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con 10 ng del éster de forbol 12 miristato 13 acetato. En fagocitos quiescentes,
la NADPH oxidasa no es activa, pero adquiere actividad catalitica cuando las
células se estimulan con agentes apropiados. El estimulo fisiolégico de la
NADPH oxidasa en fagocitos incluye la fagocitosis de bacterias u otras parti-
culas opsonizadas, complejos inmunes, citoquinas tales como el factor de ne-
crosis tumoral (TNF), la linfotoxina, el interferon vy, péptidos quimiotacticos
como el producto C5a de la rotura del complemento y los péptidos N-formila-
dos derivados de bacterias. Estimulos no fisiolégicos muy potentes son el éster
de forbol (PMA) activador de la proteina quinasa C y el agente activador de las
proteinas G (AIF;).

La NADPH oxidasa, responsable del estallido respiratorio de los fagocitos,
genera el radical superéxido como producto primario, el cual en si mismo es un
oxidante débil. Sin embargo, en una serie de reacciones posteriores, este radi-
cal es el origen de oxidantes mds potentes, tales como: peroxido de hidrogeno
(H,0,), via dismutacion espontdnea o catalizada enzimaticamente por las supe-
roxido dismutasas; radical hidroxilo (-OH) por reaccion del O, con el H,0, en
presencia de hierro bivalente (reaccién de Fenton), e; hipohaluros, como el éci-
do hipocloroso (OHCI), generado al reaccionar el anién CI” con el H,0O,, me-
diante la accidn catalitica de la mieloperoxidasa. Estos hipohaluros al reaccio-
nar con el H,0,, generan oxigeno singlete ('O,), una forma excitada del oxigeno
molecular que presenta gran reactividad.

De esta manera la NADPH oxidasa fagocitica juega un papel critico en la
produccién de un grupo complejo de especies reactivas de oxigeno (ROS), que
van a jugar un papel directo o indirecto en la destruccién de microbios, parti-
cularmente frente a las bacterias y hongos catalasa positivos. Los fagocitos cuen-
tan también con otros recursos, como el 6xido nitrico (NO-) y otros no oxida-
tivos, como proteasas y péptidos bactericidas procedentes de los granulos. Por
ultimo, la interaccion del NO- con el O,” origina peroxinitrito (ONOO-), agen-
te que se descompone en radical nitroso y radical hidroxilo (-OH), siendo este
ultimo mucho mas potente que los anteriores [10, 13, 14].

COMPONENTES DEL SISTEMA NADPH OXIDASA

La mayor parte del conocimiento actual de la NADPH oxidasa se ha conse-
guido estudiando los diferentes subgrupos de la enfermedad granulomatosa cré-
nica, donde este complejo enzimatico es genéticamente defectuoso. Analizando
los fagocitos de tales pacientes, se han descubierto los componentes cldsicos de
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este sistema. Estos son: la glicoproteina gp91°™* y los polipéptidos p22°"*, p67°"%,
p47""* y p40P". El flavocitocromo b, es el complejo asociado a membrana, que
estd formado por una molécula de gp91°™* y otra de p22™™*. Estas proteinas phox
(phagocyte oxidase), estin muy conservadas a través de las especies, lo que con-
firma su requerimiento en la defensa. Los polipéptidos p67™", p477"* y p40Qr*
se encuentran en el citoplasma. Otros dos componentes, relacionados estructu-
ralmente con el producto del oncogen ras, Ras2 y RaplA, se encuentran también
en el citoplasma y participan en la activacién de este sistema.

Flavocitocromo b,

Es el componente redox de la NADPH oxidasa, sistema de transferencia elec-
trénica que genera el radical superéxido. Es un heterodimero a., -3, tipo § o un
heterooligémero o, -B, tipo B, que se localiza en la membrana de los granulos es-
pecificos (90 %) y en la membrana plasmadtica (10 %), cuando el PMN esta en
reposo. Después de la activacion, el flavocitocromo by, emigra desde la mem-
brana de los granulos especificos hacia la membrana plasmadtica o la de los fago-
lisomas. Estd compuesto por 2 subunidades diferentes: una glicoproteina de 91
kDa (gp91°™) y otra protefna no glicosilada de 22 kDa (p22°***). La subunidad
mayor se sintetiza originalmente como una proteina de 65 kDa, pero la N-glico-
silacion en los residuos de tres aminodcidos 131, 148 y 239, la hace mostrarse
como una banda difusa de 91 kDa en geles SDS. Contiene una region de homo-
logia con la region de unién al NADPH de varias flavoenzimas, incluyendo la ci-
tocromo P-450 reductasa y la ferredoxina-NADP* reductasa, y también muestra
homologia con el sitio de unién al FAD de varias deshidrogenasas flavoproteicas.
El complejo flavocitocromo bs, es, por tanto, una flavoproteina que contiene 2
grupos hemo por cada FAD [1, 3], siendo la subunidad gp91*™* la que posee los
sitios de unién para el FAD y el NADPH [5]. De acuerdo con este modelo, el ter-
minal-N muy hidrofébico de gp917" atraviesa la membrana plasmatica al menos
cinco veces. Esta region es la que contiene los dos grupos hemo, que parecen des-
cansar en una disposicion transmembrana. La localizacion exacta de los grupos
hemos asociados al flavocitocromo b, ha sido dificil de determinar y hoy en dia
aun se discute. La Figura 3 muestra dos modelos propuestos. El modelo de hemo
compartido en el que uno de estos grupos es coordinado en gp91°"* y el otro es
coordinado y compartido entre gp91°** y el residuo histidina de p22°"*. El mo-
delo alternativo es aquel en el que los dos grupos hemos se encuentran entre los
dominios transmembrana Il y V de gp91"" y coordinados por los residuos de
histidinas 101, 115, 209 y 222 [15].
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FiGura 3. Modelos propuestos que muestran la estructura del flavocitocromo bss, con sus

dominios transmembrana y la ubicacion de los grupos hemo. (A) Modelo de hemos compartidos

en el que uno de ellos se encuentra ubicado entre los dominios transmembrana Ill y 'V de gp91phox

(rombo liso) y el otro compartido por dominios de gp91""* y p22""*. (B) Modelo de hemos

no compartidos en el que ambos grupos hemos se ubican entre los dominios transmembrana 111
y V.de gp91™*. (Y) sitios de glicosilacién (Quinn y Gauss 2004 modificado) [15].

La subunidad pequefia, p22", del flavocitocromo b, contiene dos se-
cuencias ricas en prolina en la regién C-terminal, una de las cuales es similar a
la secuencia consenso para la unién de las regiones SH3. Este dominio se une
a un dominio SH3 de p47”™*. En el modelo estructural, la secuencia contiene
también un terminal-N hidrofébico que cruza la membrana. Esta subunidad po-
see una sola histidina conservada durante la evolucion y este residuo se ha pro-
puesto que coopera con la subunidad gp91°" para formar uno de los sitios de
unidn a los grupos hemo [16]. Esta disposicidn coloca el C-terminal rico en pro-
lina, en el lado citosélico de la membrana donde puede interaccionar con p47°™"*,
El flavocitocromo bss, se considera el componente central de la NADPH-oxi-
dasa, pues contiene todos los elementos que le permiten transportar los electro-
nes desde el NADPH hasta el O, (Figura 3)[1, 3].
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FIGURA 4. Cambio conformacional en la p47"" inducido por fosforilacion, que pone al descu-

bierto dominios de enlace. La fosforilacion ayuda a neutralizar las cargas cationicas en el do-

minio autoinhibidor |+++1. La exposicion de los dominios SH3 (homologia Src) y PX (homolo-

gia N-terminal phox), permite la interaccion con otras proteinas. La region rica en prolina en la
region C-terminal se une a p67°"*. (Quinn y Gauss 2004, modificado)[15].

p47°*: Segal y Abo [12] observaron que los neutrdfilos de pacientes con EGC
autosOmica recesiva, eran incapaces de fosforilar una proteina de 44 kDa relacio-
nada con la oxidasa. Asf se identificé la proteina p47°™* que se denominé factor
citosélico neutrofilico (NCF1). Esta proteina, se localiza en el citosol en forma li-
bre o formando un complejo de 240 kDa con los otros 2 componentes citosdlicos:
p67"™* y p40P"*y es la responsable del transporte del complejo a la membrana du-
rante la activacion. Parece ser que p47”™ es el primer componente citosdlico que
interacciona con el flavocitocromo b, durante el ensamblaje. Es una proteina con
un fuerte componente bésico, poseedora de una region catiénica con mdltiples si-
tios de fosforilacion (residuos 314 - 347). Esta proteina contiene dos dominios SH3
(homologia Src, residuos 163-211 y 227-281), una regién C-terminal rica en pro-
lina (residuos 360 - 371) y una homologia N-terminal phox (PX) (residuos 4-125).
Esta tltima juega un papel importante en la unién a fosfoinositidos (Figura 4).

En respuesta a la estimulacién celular, la protefna p47°" se fosforila in vivo en
multiples serinas situadas en la regiéon C-terminal. La fosforilacion parece ser par-
te de la sefial de activacion de la oxidasa, aunque puede estar implicada también
la fosforilacién de los otros dos componentes (p67°"* y p40°™). La desfosforila-
cién inactiva al complejo. La fosforilacién de p47°™ produce un cambio confor-
macional en la proteina, que neutraliza el dominio catidnico autoinhibidor y deja
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al descubierto los dominios SH3 y PX, necesarios para facilitar la unién con los
otros componentes del complejo (Figura 4). La fosforilacién estd catalizada por
quinasas. Se han propuesto un nimero de quinasas que participan en la fosforila-
cién de p47": PKC, p38, MAPK, ERK, Atk, etc. [17].

Los dominios SH3 se unen a la secuencia rica en prolina situada en el C-termi-
nal de p22”™*. El segundo SH3 se une a una region rica en prolina, cerca del centro
de la molécula de p67°™. Las interacciones SH3 con las regiones ricas en prolina
son importantes, pero no parecen ser el tnico determinante de las interacciones pro-
teina-proteina entre los componentes de la NADPH oxidasa [18, 19]. Trabajos muy
recientes [20] han observado que la activacion de la NADPH fagocitica requiere la
interaccién del dominio SH3 de p47”™ con la subunidad pequefia del heterodimero
catalitico el flavocitocromo b.,. El tandem SH3 se une a una corta region rica en
prolina de p22°"* (151-160). También han observado que una regién C-terminal he-
licoidal de p22"™™* (161-164) adopta una configuracién helicoidal o que participa en
la actividad fortaleciendo la asociacién de los dominios SH3 de p47 "™,

Asi que, la proteina p47™™* se considera que es una protefna adaptadora-regula-
dora que proporciona una plataforma para el ensamblaje del sistema enzimético fun-
cional en la cara citoplasmadtica del flavocitocromo b..,. Acttia a modo de interrup-
tor que desencadena la fosforilacién de la proteina, lo cual va a originar un cambio
conformacional que expone los motivos escondidos SH3, la regién rica en prolina
y el dominio PX, que median interacciones con el flavocitocromo by, y la p67°™.

A pesar de todas estas misiones de la protefna p47”™* atn se discute su papel esen-
cial para la funcién de la NADPH oxidasa. Funcionalmente, el efecto de p47"™ es el
de incrementar unas 100 veces la unién de p67°*" y 50 veces la unién de Rac, y no
parece participar directamente en la actividad de la NADPH oxidasa. Por tanto, el efec-
to regulador directo de esta actividad oxidasa tiene que estar en Rac o en p67"* .

p67°"*: De la misma manera que la p47"™, la p67"™ se identificé como factor
citosélico 2 (NCF2) en neutrdfilos de pacientes con CGD autosémica recesiva. Esta
proteina se encuentra en el citosol como parte del complejo de 240 kDa cuando el
leucocito estd en reposo. Comparte la unién al NADPH con gp91°"*. p67phox con-
tiene una region central rica en prolina (219-231), seguida de un dominio SH3 (245-
295), con un segundo SH3 en la regién C-terminal (458-517) y 4 motivos TPR en
la regién N-terminal (6-154) (Figura 4). p67™™ se une a p47™™ via una interaccién
cola-cola, utilizando el dominio SH3 cercano al C-terminal de p67"* para unirse a
la secuencia rica en prolina en el C-terminal de p47”™ (Figura 5). Ademds, el se-
gundo dominio SH3 de p47™™* se une a la regién rica en prolina de p67°™"**. La mi-
tad N-terminal de p67"™ contiene una regién de enlace para Rac, ya que p67°™"* (1-
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A

FIGURA 5.  Cambio conformacional A = B, en el complejo citosélico p40 "', p47""* y p67°"*

inducido por fosforilacion, donde quedan al descubierto dominios de enlace que permiten la inter-

accion con las proteinas del citocromo bss,. (SH3, homologia src con capacidad para unirse a

regiones ricas en prolina; PX, homologia N-terminal phox implicada en la union con lipidos de

membrana ; PB, motivo modular C-terminal capaz de unirse a proteinas que contengan motivos

PC; PC dominio C-terminal implicado en la unién entre p40°"™ y p67°") (Quinn y Gauss 2004
modificado)[15].

198) se une a Rac con la misma afinidad que lo hiciera la p67°" completa. La lo-
calizacién exacta del sitio de unién de Rac se desconoce y la secuencia en esta re-
gioén no corresponde a otros sitios de unidn a Rac conocidos de otras proteinas [21].
No se conoce otra funcién para p67™* que la de unirse a p47°"y a Rac. En au-
sencia de p47™*, p67°™™* no puede ensamblarse con la NADPH oxidasa, lo que de-
muestra que p47™ ejerce la funcién adaptadora, antes citada, para la unién de
p67™*. Se ha observado que existe una correspondencia de efectos entre p67™ y
p47"*, que indica la existencia de mutuas facilidades para la unién de estos dos
componentes citosolicos. p67°™™* es el factor limitante citos6lico ya que se encuen-
tra en proporcién dos o tres veces menor que p47™, lo que indica que la mayor
parte de p67™™* se encuentra formando complejo.

También se ha mencionado que p67"™ participa en la unién al NADPH. La
NADPH oxidasa contiene dos sitios de unién al NADPH, uno de baja afinidad en
la gp917™* y otro de elevada afinidad en p67™*. Se ha demostrado que p67™* se
une directamente al NADPH via los dominios TPR y puede catalizar la deshidro-
genacién de los piridin nucledtidos. La interaccion de p67™*y rac parece estar me-
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diada por unién de rac al N-terminal de p67™* (1-200). Cuatro motivos en serie
de TPR son los que median la unién a rac a p67°™*. La fosforilacién de p67°™ se
verifica por vias dependientes e independientes de la PKC en treo 233.

40"*: Es el tercer componente del complejo citosélico. Se ha descrito de
forma reiterada que puede regular negativamente la actividad del complejo [22]
y se ha demostrado que en la activacion sufre fosforilacién que pudiera expli-
car dicha accién [23]. p40™™* se caracteriz6 inicialmente como componente del
complejo con p67°"* y p47°" en el citosol de neutrofilos no activos. Puede
interaccionar con el dominio rico en prolina de la regién C-terminal de p47°",
aunque no estd claro que esto ocurra in vivo. Este componente emigra a la mem-
brana celular después de la activacién, unida a p47°"™* y p67***. En un sistema
libre de células p40°™ no es esencial para la actividad oxidasa y se ha descrito
que inhibe dicha actividad. Puede ser que juegue un papel regulador o que ayu-
de a mantener los factores citosdlicos en un estado inactivo [24, 25].

phox

Rac2: Es una proteina de unién al GTP que se encuentra en el citosol du-
rante el reposo, unida a un factor de intercambio de nucleétidos de guanina (Rho-
GDI). Con la activacién intercambia GDP por GTP, se disocia del factor Rho-
GDI y se trasloca a la membrana plasmadtica simultdnea e independientemente
del complejo de 240 kDa. Es esencial para la activacioén del sistema y se cree
que estd conectada a las vias de sefializacion tempranas. Desempefia ademds un
importante papel en la quimiotaxis [26].

RaplA: Es una proteina de la superfamilia Ras de proteinas de unién al GTP.
Se asocia estrechamente con el flavocitocromo by, en la activacion. Puede ac-
tivar la proteina quinasa C y participar asi en la regulacién del complejo.

Rho-GDI: de la subfamilia Rho a la que pertenece Ras, estd implicada en le re-
gulacién de una gran cantidad de procesos celulares importantes. La capacidad de
Rac para estimular la produccién de radical superdxido, se basa en su conversion
desde la forma inactiva, unida a GDP, a la forma activa, unida a GTP. La trasloca-
cién a la membrana requiere un intercambio entre nucledtidos de guanina, por una
proteina asociada a membrana, la GEF (Guanin nucleotide Exchange Factor), acom-
paiado por su liberacién desde un complejo citosélico con la GDI (GDP Dissocia-
tion Inhibitor). Una propiedad comun de todos los miembros de la subfamilia Rho,
es su interaccion con el regulador negativo, la proteina GDI. El papel de Rho-GDI
es mantener Rho/Rac en el citosol, distante de sus objetivos en la membrana, en-
mascarando el grupo geranilo-geranilo y también en un estado inactivo formando
complejo con GDP. La asociacién de Rac con GDI puede también inhibir la GAP
(GTPase Activating Protein), que estimula la hidrélisis del GTP por Ras. Media-
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FIGURA 6. Interaccion de las proteinas citosdlicas p40P"™, p47""* y p67""* entre ellas
y con p22°"* y rac

dores lipidicos como los inositol fosfolipidos regulan la actina del citoesqueleto y
conducen a la formacién de un complejo Rho/Rho-GDI en una conformacion par-
cialmente abierta y ya preactivada [27].

Ensamblaje del sistema NADPH-oxidasa

El complejo multiproteico activo NADPH oxidasa necesita el ensambaje de sus
componentes esenciales. Muchos factores regulan este ensamblaje y la actividad
del complejo, para mantener este sistema altamente reactivo bajo control espacial
y temporal para eventos antimicrobianos y proinflamatorios. Tanto en reposo como
durante el ensamblaje se establecen interacciones entre los diferentes componentes
del sistema NADPH oxidasa (Figura 7). En esto desempefian un importante papel
los dominios SH3, regiones homdlogas a las regiones no cataliticas de la familia
Src de tirosina quinasas, que tienen afinidad por los residuos de prolina. Como en
varios componentes del sistema existen tantos dominios SH3 como regiones ricas
en prolina, esto facilita las interacciones entre las proteinas del complejo citosoli-
co en el reposo y entre éstas y el flavocitocromo b, en la activacion. En estado
quiescente la protefna p47""* puede establecer este tipo de interacciones de forma
intracatenaria, lo que provoca el secuestro de la region catidnica de la molécula.
Durante la activacién esta interaccion se rompe y permite su unién a las regiones
ricas en prolina de p22”™ en la membrana. Como las interacciones SH3 son poco
especificas, se cree que su funcién es la de alinear a las proteinas para el estable-
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Ficura 7.  Esquema que muestra el complejo NADPH oxidasa activo, después del ensamblaje

de las proteinas del complejo citosolico y la proteina rac. La fosforilacion/activacion en p47phox,

induce cambios conformacionales que eliminan interacciones autoinhibidoras y ponen al descu-

bierto dominios esenciales de union y exposicion de dominios PX y SH3 que facilitan el trasla-

do a la membrana y uniones mediadas o no mediadas por los dominios SH3. La interaccion fi-

nal de p67phox 'y Rac con el flavocitocromo by, induce el cambio conformaciomal que conlleva
el flujo electronico (Quinn 'y Gauss 2004, con modificaciones) [15].

cimiento de otras interacciones (no SH3), de mayor especificidad. Estas tltimas
han sido identificadas, tanto entre los componentes citosélicos, como entre éstos y
el flavocitocromo b.,. Entre ellas se destacan 3 posibles interacciones entre gp91°"*
y p47"™™*. Se supone que uno de estos sitios en gp91°"* interactia con la regién ca-
tiénica de p47°™* cuando esta se encuentra fosforilada

Basados en las diferentes interacciones identificadas entre los componentes del
sistema multienzimatico, Del.eo y Quinn [28], han elaborado un modelo que expli-
ca la forma y la secuencia en que se produce el ensamblaje. Este modelo, unido a
los resultados de investigaciones recientes, se plantea de la siguiente manera: Durante
el reposo, el complejo citosélico se mantiene estabilizado a través de diferentes inter-
acciones incluidas las SH3. La regi6n catidnica de p47™ esta secuestrada, lo que
impide su interaccién con p22°"* en la membrana. En la activacién, p47°™"* se fosfo-
rila y pierde la uni6n intracatenaria por dominio SH3. Esto expone los dominios SH3
y la regién catidnica, lo que facilita su interaccién, inicialmente con p67°™"*. Después
el complejo se trasloca a la membrana y se alinea a través de la interaccion entre los
SH3 de p47™* y las regiones ricas en prolina de p22°"* [13]. En este momento la
region catidnica de p47™™ se libera de su unién a p67"™ y establece un enlace de
alta afinidad con el flavocitocromo b, lo que puede deberse a una mayor fosfori-
lacién de p47"™* o a la accién de Rac (Figura 7) [21, 28, 29]

148



NADPH 0XIDASA FAGOCITICA Y ENFERMEDAD GRANULOMATOSA CRONICA
Mecanismo de accion

La NADPH-oxidasa cataliza la reaccion:
20, + NADPH = 20, + NADP* + H*

Durante la transferencia de electrones, estos pasan desde el NADPH hacia el
FAD, de éste a los grupos hemo y de éstos al O,. La liberacion de protones H* en
el compartimento citos6lico produce una rdpida despolarizaciéon de la membrana
y una acidificacion del medio intracelular. Estos cambios son compensados por la
existencia de un canal de protones en la propia estructura del sistema enzimético
que permite el escape de estos hacia el espacio extracelular fagolisosémico. La
protefna que funciona como canal es gp91™™*. Se sugiere que el mecanismo de
flujo de protones a través de gp91™™* puede involucrar un ciclo de protona-
cién/desprotonacién de la His-115 en la medida en que ésta se expone alternati-
vamente hacia el lado interior y exterior de la membrana [1, 3, 30].

Cuando las células se rompen (por sonicacién) y se separan por ultracentri-
fugacién las fracciones citosélica y membranal, la NADPH oxidasa puede ser
reconstituida in vitro, mezclando ambas fracciones y adicionando una sustancia
anfifilica, como el dodecil sulfato sédico o el acido araquidénico. Este tipo de
activacion de la NADPH oxidasa, en un medio libre de células, ha sido impor-
tante para profundizar en los mecanismos bioquimicos de este complejo y de su
mecanismo de activacion [30].

Rada y colaboradores [13] han cuestionado el modelo cldsico de destruccion
de bacterias por los fagocitos y el efecto toxico de las ROS, atribuyendo un pa-
pel importante a los iones K* en la liberacion de las proteinas antimicrobianas en
el interior del fagosoma. Estos autores han investigado la produccién de O,7, los
cambios en el potencial de membrana, el eflujo de K* y la destruccion de las bac-
terias en presencia de difenilen iodonio, un inhibidor de la NADPH oxidasa.

La NADPH oxidasa cuando se activa, transfiere electrones desde el NADPH in-
tracelular al oxigeno en el espacio extracelular intrafagosémico, formando el radi-
cal superéxido O, Este sistema enzimatico lleva a cabo una funcion electrogénica,
ya que en cada vuelta elimina una carga negativa del interior de la célula. Este mo-
vimiento de cargas se refleja en la despolarizacion de la membrana plasmadtica que
acompafa a la formacién del O,” De hecho una generacion intensa de O,”es capaz
de revertir la polaridad de la membrana plasmadtica. La disminucién o cambio del
potencial de la membrana plasmadtica altera la fuerza conductora de todas las parti-
culas cargadas, favoreciendo el movimiento de salida de los cationes y el movi-
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miento de entrada de los aniones. En vista de todos estos movimientos iénicos ini-
ciados por la separacion de cargas via NADPH oxidasa, estos autores han propues-
to que la alteracion de la composicion idnica del espacio fagolisomico puede con-
tribuir a la alteracién de la destruccién bacteriana. Reeves y colaboradores han
cuestionado los efectos toxicos de las especies reactivas de oxigeno en las condi-
ciones del fagosoma [31]. Ellos sugieren un papel especifico para los iones K* en-
riquecidos en el espacio intrafagosdmico, en la activacion de los enzimas de los gra-
nulos al ser liberados de su soporte polianiénico. De hecho, esta hipétesis reduce el
papel del radical superdxido a proporcionar la fuerza conductora para el movimiento
de K* en los fagosomas. Rada y cols [13, 32] han intentado profundizar en esta hi-
pétesis estudiando la importancia relativa en la destruccion de las bacterias del ra-
dical superdxido, primero como molécula reactiva y después los cambios en el po-
tencial de membrana iniciado por la transferencia electrénica via el sistema oxidasa
generador de radical superéxido. Disminuyendo paulatinamente el ritmo de pro-
duccién de radical superéxido por la NADPH oxidasa aplicando concentraciones
crecientes del inhibidor difenilen iodonium (DPI), estos autores han tratado de es-
tablecer relaciones entre la concentracién de radical superéxido, cambios en el po-
tencial de membrana, liberacion de K* y destruccion bacteriana. Estos andlisis han
mostrado que tanto el radical superéxido como el movimiento iénico contribuyen a
la destruccion de algunos microorganismos como el Staphylococcus aureus, mien-
tras que en otros casos, como en Escherichia coli no fue decisivo.

DEFICIENCIA DE NADPH OXIDASA: ENFERMEDAD
GRANULOMATOSA CRONICA

El ejemplo que pone de manifiesto la importancia de la NADPH oxidasa fa-
gocitica es la enfermedad granulomatosa crénica (EGD), caracterizada por la
ausencia o deficiencia de este complejo sistema enzimético, y por tanto del es-
tallido respiratorio de los fagocitos en estos pacientes. Esta enfermedad se ma-
nifiesta en la infancia por una predisposicién severa y prolongada a frecuentes
infecciones severas, cronicas y recurrentes con desenlace, a veces fatal. Los or-
ganismos responsables incluyen una variedad de bacterias y hongos, entre los
cuales algunos, como la Serratia marsescens, no es patégeno en individuos nor-
males. Como esta enfermedad es rara, las células de estos enfermos han supuesto
un valioso sistema donde estudiar las propiedades de la NADPH oxidasa. En la
actualidad se utilizan ratones knockout deficientes en los genes phox. Desde la
primera descripcién de la EGC en 1957, como sindrome de infecciones recu-
rrentes, hipergammaglobulinemia, hepatoesplenomegalia y linfoadenopatia en
nifios que invariablemente morian en la primera década de sus vidas, se han re-
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alizado avances significativos en el conocimiento de las deficiencias molecula-
res de esta enfermedad [33].

La EGC es una inmunodeficiencia primaria rara, determinada genéticamen-
te donde el 2/3 de los casos muestra un perfil de herencia recesiva ligado al cro-
mosoma X y los casos restantes son autosémicos recesivos. Se refiere a un gru-
po heterogéneo de enfermedades de cardcter hereditario cuya etiologia cursa con
alteraciones del mecanismo de destruccion de los microorganismos, debido a
que las células fagociticas son deficientes en NADPH oxidasa e incapaces de
generar radical superéxido y otras especies reactivas de oxigeno en los espacios
fagolisosémicos, propiciando la formacién de granulomas. Los 6rganos afecta-
dos con mds frecuencia son los ganglios linfaticos, piel, pulmones, higado y apa-
rato digestivo. Las lesiones pueden ser grandes y numerosas y causar efecto de
masa, obstruccién y disfuncion de los 6rganos afectados [34].

La importancia critica de la NADPH oxidasa se manifiesta en esta enfermedad
como una rara patologia del sistema inmune innato, cuya incidencia oscila entre
1/200.000 y 1/250.000 con aparicién en la infancia y afectando sobre todo al sexo
masculino. Los sintomas suelen manifestarse alrededor del primer o segundo afio de
la vida, aunque en casos mds leves pueden retrasarse a la adolescencia e incluso mos-
trarse en la etapa adulta. Los pacientes que sufren esta enfermedad viven amenaza-
dos durante toda su vida por infecciones recurrentes, debido a su incapacidad para
destruir bacterias y hongos catalasa positivos. A pesar del tratamiento con antibi6ti-
cos, la mayoria de ellos muere de infecciones antes de alcanzar los 40 afios. El tra-
tamiento con interferén recombinante parece que estd dando buenos resultados para
prolongar la vida a estos pacientes. Sin embargo, la mayor esperanza para ellos se
cifrarfa en restaurarles la actividad NADPH oxidasa por terapia génica somatica.

En los enfermos CGG las vacuolas fagociticas son anormalmente pequefias
y los tejidos estan infiltrados de granulomas (granulomata), estructuras forma-
das por macréfagos y linfocitos, que dan nombre a la enfermedad. Estas anor-
malidades parece que son consecuencia de la digestion defectuosa de microor-
ganismos endocitados y residuos.

Clasificacion de la EGC

La EGC se clasifica segtin el modo de herencia en: herencia recesiva ligada
al cromosoma X y herencia autosdémica recesiva (AR).

El patrén de herencia ligada al sexo es el tipo mas frecuente y se encuentra
aproximadamente en el 60 % de los casos. En este tipo de herencia existe la
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probabilidad de que la condicion afecte mas a los hombres que a las mujeres,
ya que el cromosoma X porta el gen defectuoso. Dado que la mujer posee 2
cromosomas X, si uno de ellos posee el gen defectuoso, el segundo cromoso-
ma heredado compensara la presencia del gen afectado, convirtiéndola en por-
tadora de la enfermedad, pero si una mujer hereda el gen defectuoso de ambos
progenitores, puede resultar afectada. En el 40 % de los pacientes restantes la
enfermedad se hereda de forma autosémica recesiva (AR). Actualmente esta pa-
tologia se clasifica también de acuerdo con el subcomponente del complejo
NADPH-oxidasa afectado. En la forma ligada al cromosoma X, el defecto con-
siste en la ausencia o disminucién de la subunidad gp91-phox codificada en el
brazo corto del cromosoma X. En la forma AR, el defecto observado en el 30
% de los enfermos se localiza en p47™*y las alteraciones en las subunidades
p67™, 0 p22°™* se presentan en el 5 % de los pacientes, respectivamente, co-
dificindose cada uno de ellos en diferentes genes. Esta es una de las causas que
justifican la heterogeneidad de la enfermedad [34].

Bases moleculares de la EGC

La EGC presenta una gran heterogeneidad genética y se han identificado di-
ferentes mutaciones responsables de la enfermedad.

EGC ligada al cromosoma X

La CGD ligada al cromosoma X es la variante mds frecuente de la enfer-
medad y se debe a mutaciones en el gen CYBB que codifica para subunidad
B del citocromo b.,, la glicoproteina gp917**. Este gen se localiza en el lo-
cus p21 del cromosoma X (Xp21-1), el cual puede estar ausente, truncado o
mutado, de tal forma que el DNA no se transcribe o el RNA es inestable. El
sindrome resultante se suele denominar X-EGC. Esta deficiencia aparece en
el 60-70% de los casos y hasta la fecha casi todos se han mostrado en fami-
lias individuales. Mutaciones de novo solo se muestran en un 10% de los ca-
sos analizados. La mutacion en este gen, origina inactivacion total del estalli-
do respiratorio. La proteina gp91°™* posee los lugares de reconocimiento al
FAD y al NADPH, por lo que estando alterada esta subunidad, no se produ-
ce radical superéxido en absoluto. Recientemente, por andlisis de citometria
de flujo, utilizando la dihidrorrodamina 123, se ha detectado una nueva for-
ma autosomica de la EGC ligada al cromosoma X, donde la mutacién espon-
tdnea en la subunidad gp91°™* coincide con la inactivacién de un extremo [35].
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Recientemente se ha estudiado una nueva mutacidn de esta variante de la en-
fermedad en la cual el citocromo bs, se encuentra en un nivel normal, pero
no es funcional. La mutacién consiste en 2 sustituciones provocadas por una
doble mutacion de sentido erréneo ubicada en la regién C-terminal de la su-
bunidad gp91****. Esta mutacién eliminé el sitio de unién de las subunidades
p47""* y p67*"* al citocromo by, y por lo tanto, el ensamblaje estable de la
NADPH oxidasa y su actividad microbicida [36]

En 1998, un grupo de investigadores describieron una mutacién que consis-
te en una simple sustitucion de pares de bases que lleva a un cambio en la po-
sicién 338 de His a Tir en la subunidad gp91°™*, lo cual provoca la pérdida del
dominio de unién de FAD, que impide asi la incorporacién de éste dentro del
sistema NADPH oxidasa, y como consecuencia, la activacion de la enzima [37].
En ese mismo afio se describié un caso atipico de esta variante, en el cual los
neutréfilos mostraron ausencia completa de actividad de la NADPH oxidasa.
Mediante de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y de ané-
lisis secuenciales, se reveld una transicion que provoco el reemplazo de His en
la posicién amino acidica 101 por Tir, constituyendo la His 101 uno de los li-
gandos de unién al hemo del citocromo b.,, el cual es esencial para la activa-
cién de esta enzima, y por lo tanto, para la eliminacién de microorganismos in-
fecciosos [38].

La enfermedad de herencia materna X-EGC, afecta principalmente a hom-
bres y es recesiva. Las mujeres heterocigotas portadoras de mutaciones gp91°"*
no tienen riesgo de padecer esta enfermedad, aunque presentan mayor riesgo a
padecer lupus discoide o sistémico y afecciones de la cavidad oral tales como
estomatitis aftosa y queilitis granulomatosa.

Existen pacientes con una forma variante de X-EGC que presenta manifes-
taciones clinicas mds benignas. La mayoria de ellos muestran concentraciones
bajas pero detectables de gp91°" y sus fagocitos son capaces de generar canti-
dades suficientes de radical superdxido. Los pacientes con estas mutaciones que
resultan con actividad residual phox, como también aquellos con mutaciones en
p47°" no suelen ser diagnosticados hasta llegar a adultos.

EGC deficiente en p47-phox

El siguiente defecto genético mds comtin que conduce al 30% de los casos de
EGC, es una forma autosémica recesiva (AR) que aparece en el gen que codifica
para la protefna p47"™ (NCF1). Este gen se localiza en el brazo largo del cromoso-

153



MaRria CASCALES ANGOSTO

ma 7 (7q11.23) y su defecto parece estar asociado con alteraciones clinicas menos
profundas. Este gen estd constituido por 15.236 pares de bases, incluye 11 exones y
posee el 98,6 % de homologia en su secuencia caracterizada por elementos repetiti-
vos. La mayorfa de los pacientes que padecen esta deficiencia, presentan una dele-
cién del dinucledtido GT (Delta GT) en la porcién inicial del exén 2. El 97 % de los
pacientes afectados por este tipo de enfermedad contienen esta mutacion. El gen NCF-
1 tiene 2 pseudogenes casi idénticos, muy homdlogos (posi NCF-I), en la proximi-
dad del locus 7q11.23 cromosémico. La delecién del dinucledtido en el comienzo
del ex6n 2, que conduce a un cambio y a la formacion de un codon de parada pre-
maturo, se considera la secuencia caracteristica de los pseudogenes. Esta es la muta-
cion prevalente en la EGC deficiente en p47-phox como resultado de la insercion de
un fragmento del pseudogen que contiene al dinucleétido Delta GT dentro del gen.
Aunque la deteccion de la secuencia GT se considera por encima del 85 % en los
pacientes afectados, la base de la enfermedad se debe principalmente a eventos par-
ciales de cross-over entre el tipo silvestre del gen funcional y sus pseudogenes en di-
versos sitios de recombinacion. Estos datos indican que la delecion del gen que co-
difica a la subunidad p47"™™* (NCF-1) ocurre raramente [39, 40]

Las mutaciones autosdmicas recesivas de la EGC causadas por mutaciones
en los genes que codifican las proteinas citoplasmdticas p47™" y p67°™*, oca-
sionan defectos en la traslocacién de estos dos componentes a la membrana.

EGC deficiente en p22-phox

Una forma rara recesiva autosémica de EGC se debe a defectos en el gen
que codifica la subunidad pequefia, p22°"* (CYBA) del flavocitocromo b..,. Este
gen se localiza en el brazo largo del cromosoma 16 (16q24). Cualquier defecto
en esta proteina influye en la formacién del flavocitocromo b,,. La formacion
del heterodimero gp91-p22, parece que es esencial para la estabilidad intrace-
lular de cada subunidad, ya que la deficiencia de una se asocia con la reduccién
marcada de la concentracion de la otra. Se ha descrito la existencia de 10 ale-
los mutantes que caracterizan a esta variante y se han comunicado 7 polimor-
fismos en el gen CYBA. Las principales mutaciones que caracterizan a este gru-
po son: inserciones de pares de bases, deleciones, mutaciones de codones sin
sentido y mutaciones en sentido erréneo [41]

El 5 % de los pacientes puede presentar una de estas formas raras de la en-
fermedad. Por la técnica de PCR se ha detectado una mutacién a nivel del RNAm
que consiste en una insercién asociada con una delecién en el inicio del exén
5, en la posicién 315 del codon de traduccién del DNAc de la subunidad p22°™.
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A nivel del DNA genémico, el defecto molecular radica en deleciones homoci-
gdticas en la secuencia de unién localizada entre el intrén 4 y el exén 5. Todas
estas mutaciones producen la pérdida de la subunidad p22™"*, y por lo tanto, la
inactivacion de la enzima NADPH oxidasa [36]

EGC deficiente en p67-phox

La EGC autosémica recesiva causada por pérdida de la subunidad p67°™* es
la forma mds rara de esta enfermedad y se presenta aproximadamente en el 5
% de los pacientes. Esta subunidad estd compuesta por 526 aminodcidos y estéd
codificada por el gen NCF-2 localizado en el brazo largo del cromosoma 1
(1g25). Se han detectado 7 alelos mutantes que conducen a este trastorno y exis-
te una heterogeneidad entre las mutaciones que caracterizan a esta deficiencia.
Este grupo heterogéneo de mutaciones provoca una marcada inestabilidad del
RNAm, de la proteina, o de ambos, que provoca la pérdida de la actividad de
la NADPH oxidasa.

La estabilidad de la subunidad p67™™* es muy sensible a deleciones y muta-
ciones de sentido erréneo, que causan sustituciones de aminodcidos dentro del
dominio N-terminal de la proteina. Sin embargo, las mutaciones que predicen
simples cambios de aminodcidos en otros sitios de la proteina, representan ge-
neralmente polimorfismos benignos [42, 43].

Dentro de las mutaciones que caracterizan a esta variante de EGC, se en-
cuentra una mutacion que involucra a los exones 9 y 10 como resultado de una
duplicacion de aproximadamente 1.1 kb. Algunos resultados sugirieron que esta
mutacion surgié como un evento recombinante ilegitimo [44]

Se han investigado 2 tipos de mutaciones donde el mutante es capaz de ac-
tivar a la NADPH oxidasa in vitro a 25 °C. Sin embargo, estas mutaciones re-
presentan un defecto sensible a la temperatura que explica su fenotipo a tem-
peratura fisioldgica [45]

Se ha descrito una delecién que elimina la interaccién de la proteina p67°"*
con rac 1, la cual afecta la translocacion de la misma al flavocitocromo by, y
por lo tanto, la actividad de la enzima. En los pacientes que padecen esta va-
riante de la CGD no solo esté deficiente la subunidad p67°"* de la enzima, sino
también la subunidad p40™™* . [46]

Las mutaciones en los genes que codifican para p22° (CYBA) y p67™*
(NCF2) son raras, y no exceden el 10% de los casos.
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La forma autosomica recesiva (AR), debida a mutaciones de genes autoso-
micos recesivos afecta a mujeres y hombres por igual. Estos casos se deben a
mutaciones de los genes que codifican las subunidades p47°"*, p67°"* y p22°"x,
localizadas en cromosomas somadticos, que se heredan con un patrén de heren-
cia autosémico recesivo. Los genes que afectan a las protefnas p47™*, p22P"*y
p67°™*, se encuentran en un 33 %, 5% y 5% de los casos, respectivamente. Las
mutaciones de estas proteinas suelen implicar una deficiencia en el estallido res-
piratorio. Los sintomas suelen aparecer durante la primera infancia, pero a ve-
ces no se manifiestan hasta la adolescencia. Infecciones crénicas se detectan en
piel, pulmones, nédulos linfaticos, boca, nariz e intestinos. Pueden aparecer ac-
cesos de pus en diferentes partes del cuerpo. Los nédulos linfaticos tienden a
llenarse de bacterias y se agrandan. El higado y el bazo se hipertrofian. Los ni-
flos presentan crecimiento retardado.

Los nifios con CGD son aparentemente sanos al nacer. Sin embargo, en los
primeros meses o afios, comienzan a padecer infecciones recurrentes dificiles de
tratar, o infecciones causadas por micoorganismos que no son generalmente pa-
tégenos, tales como hongos. Las infecciones pueden aparecer en cualquier 6r-
gano o tejido del organismo, piel, pulmones, nédulos linfaticos, higado o hue-
sos. La neumonia es un problema comun y recurrente en pacientes con CGD.

NADPH oxidasa y proteasas

La generacion de los oxidantes del estallido respiratorio es esencial para la
normal destruccion bacteriana en el fagosoma, actuando concertadamente con
proteasas, defensinas y otros compuestos liberados en el fagosoma por fusién
de diferentes poblaciones de granulos. La activacion de la NADPH ozidasa tam-
bién origina cambios en el pH intrafagolisosémico [47]. La importancia de los
compuestos de los granulos para la inmunidad innata estd demostrada por un
defecto raro en la funcién de los neutréfilos, la deficiencia especifica de granu-
los. En esta enfermedad, debida en algunos casos a mutaciones en el factor de
transcripcion mieloide C/EBPe, los pacientes carecen de defensinas, gelatinasa
y otras proteinas de los granulos y sufren de una serie de infecciones bacteria-
nas [34]. Estudios en ratomes knockout deficientes en la elastasa de los neutrd-
filos mostraron una mayor susceptibilidad a microorganismos gram negativos
tales como Klebsiella y Escherichia coli, y los ratones deficientes en catepsina
y/o elastasa parecen ser mas susceptibles al Aspergillus [4]. La liberacion opti-
ma de proteinas asociadas a la matriz de los granulos y otras protefnas en el lu-
men del fagolisosoma puede depender de los flujos i6nicos puestos en movi-
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miento por cambios en el potencial de la membrana como resultado del trans-
porte electrénico a través de la membrana mediado por la NADPH oxidasa [13,
31]. Sin embargo, no parece probable que la funcién principal de la NADPH
oxidasa sea promover la activacién de las proteinas de los granulos. Evidencias
experimentales apoyan que los oxidantes derivados del estallido respiratorio
poseen por si mismos propiedades microbilidas [4, 13]. Los iones especificos
transportados en respuesta a los efectos electrogénicos de la NADPH oxidasa
es todavia tema de investigacion activa.

Diagnéstico y Manifestaciones clinicas

En la mayoria de los enfermos el diagndstico puede establecerse antes de los
2 anos de edad. Los hallazgos clinicos méas frecuentes son linfoadenopatia mar-
cada, hepatoesplegnomegalia y al menos un episodio de neumonia, ademds de
otras maifestaciones tales como rinitis, conjuntivitis, dermatitis, estomatitis ulce-
rativas, diarrea crénica y obstruccién intestinal. Esta enfermedad se caracteriza por
infecciones recurrentes causadas por gérmenes pidgenos catalasa positivos, poco
patégenos o de baja virulencia. Entre los mds frecuentes se encuentran Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa , Salmonella, Notocor-
dia, Serratia, etc y hongos, dentro de los cuales es el Aspergillus el mayor res-
ponsable de la mortalidad. El primer hallazgo clinico suele estar constituido por
una adenitis supurativa cronica en las regiones laterocervicales, que pueden ex-
tenderse por todo el organismo. Generalmente las infecciones no son controladas
por la invasion neutrofilica y pueden dar lugar a la formacién de granulomas com-
puestos por macréfagos activados que producen obstrucciones a diversos niveles
(uretral, pildrico, esofédgico, etc). Los enfermos con EGC no sufren infecciones
con bacterias catalasa negativas, debido a que estos organismos liberan suficien-
te peroxido de nitrégeno en las vacuolas fagociticas para posibilitar la destruccién
de los microorganismos infecciosos. Se observan infecciones en piel, ganglios lin-
faticos, higado, bazo, pulmones y huesos, que dan lugar a abscesos que requieren
ser drenados quirdrgicamente. Dentro de las infecciones cutdneas, el impétigo, los
fortinculos cutdneos y los abscesos perianales y rectales son muy comunes. La
neumonia recurrente es un problema significativo que puede ser causado por bac-
terias que no suelen encontrarse en la mayoria de las neumonias. Es comtn la pre-
sencia de inflamacién crénica de los ganglios linfaticos cervicales que aparecen
con frecuencia y que persisten en los pacientes.

Las anormalidades en el tracto urinario son relativamente frecuentes. Las mani-
festaciones genitourinarias constituyen causas significativas de morbilidad en pa-
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cientes con EGC. El desarrollo de osteomielitis multifocal es una de las primeras ma-
nifestaciones de la EGC.

En pacientes que padecen de esta enfermedad, suelen presentarse complicaciones
inflamatorias no infecciosas que sugieren que la deficiencia de NADPH oxidasa con-
duce a esta respuesta en ausencia de infecciones microbianas persistentes. Los meca-
nismos relacionados con este proceso inflamatorio aberrante son desconocidos. Un gru-
po de investigadores de Londres demostraron in vitro que los neutréfilos de pacientes
con EGC son més resistentes a la apoptosis espontdnea y muestran una disminucién
significativa de la produccion del mediador antiinflamatorio prostaglandina ciclopente-
nona D (2) (PGD(2)). También se observé que los macréfagos, durante el proceso de
fagocitosis de particulas apoptéticas opsonizadas y no opsonizadas, estaban severamente
comprometidos en su habilidad para producir PGD(2) y el factor de crecimiento trans-
formante beta (TGFp). Lo anterior sugirié que la apoptosis retardada de las células in-
flamatorias, asi como la produccion deficiente de mediadores antiinflamatorios (PGD(2)
y TGFp) durante la eliminacién de desechos apoptéticos y de patdgenos fagocitados
por los macréfagos, contribuyen a la persistencia de la inflamacién en la EGC [48].

En la variedad ligada al sexo hay pocos pacientes con fenotipos complejos
asociados con el sindrome McLeod, lo cual puede presentarse con o sin rinitis
pigmentosa, o asociacién o no, con la distrofia muscular de Duchenne.

Estudios de laboratorio

El estudio mds facilmente disponible para el diagndstico de esta enfermedad
es la prueba del nitroazul de tetrazolio (NBT). Los enfermos con EGC no re-
ducen el NBT, mientras que los portadores pueden reducir el colorante. Con esta
técnica se puede confirmar la enfermedad y detectar el estado de portador de la
madre. Los pacientes que padecen esta deficiencia son incapaces de destruir cier-
tas bacterias a una velocidad normal. Las curvas de destruccion de los micro-
organismos a los cuales estos individuos son susceptibles indican, por lo gene-
ral, poca o escasa destruccién en un periodo de 2 horas. Otros estudios que
pueden realizarse para detectar la enfermedad incluyen la disminucién de la cap-
tacion del oxigeno durante la fagocitosis y la yodacion anormal de las bacterias,
asi como la prueba de velocidad de sedimentacion globular. Mediante el hemo-
grama con diferencial se observa que el nimero de leucocitos esta habitualmente
elevado, incluso si el enfermo no posee una infeccién activa. En estos pacien-
tes se observa una hipergammaglobulinemia y la funcién de los anticuerpos es
normal. Se observa ademds que los factores del complemento pueden estar ele-
vados en los pacientes que padecen de esta enfermedad

158



NADPH 0XIDASA FAGOCITICA Y ENFERMEDAD GRANULOMATOSA CRONICA

En la EGC se observa una disminucién del nimero de células T en pacien-
tes mayores de 3 afios de edad, y al realizarse una comparacién con individuos
sanos se observé que esta diferencia aumenta con el incremento de la edad. Se
desconoce cémo el nimero disminuido de células T influye en la susceptibili-
dad de estos pacientes a padecer infecciones recurrentes, pero los efectos de la
disminucién de las células T pueden representar un cofactor significativo para
las infecciones detectadas en los pacientes que padecen dicha enfermedad [49].

Recientemente se ha descubierto que los enfermos EGC presentan una pro-
funda disminucién de las células B que expresan el marcador de memoria
CD27, mientras que existe una expansion de las células B que expresan CDS5.
Ambos fendmenos son independientes de la edad, genotipo y estado clinico del
paciente y no estuvieron acompaifiados por expresion alterada de CD5 y CD27
en las células T [50].

Durante los episodios de neumonia, las radiografias de térax con frecuencia
son anormales. Las pruebas de funcién hepatica pueden reflejar alteraciones fun-
cionales como resultado de la infeccion crénica. Las pruebas de funcién pul-
monar son anormales, por lo general, después de los episodios de neumonia y
pueden no regresar a la normalidad durante varios meses. La gammagrafia 6sea
y la gammagrafia del higado pueden revelar trastornos presentes en ambas re-
giones. Mediante la biopsia de tejidos se pueden mostrar los granulomas pre-
sentes en dichos tejidos. La prueba de quimioluminiscencia cuantitativa es el
mejor método para detectar la condicion de portador, aunque se ha informado
diagndstico uterino mediante el uso de sangre fetal. En la literatura se han des-
crito varios enfermos que presentan un grupo Kell sanguineo raro que se le de-
nomina fenotipo McLeod. [51].

Para distinguir individuos con la EGC p47°"* deficiente se utiliza un méto-
do de andlisis basado en el conocimiento genético de esta variante de la inmu-
nodeficiencia, el cual es altamente reproducible y sensible [52].

Actualmente se puede realizar el diagndstico prenatal en pacientes que han
perdido la expresién de la proteina p47°"* debido a la deteccién de un punto de
mutacion en el gen NCF-1. La primera descripcion de este diagndstico fue re-
alizado en el 2002 [53]. En el 2003, se introdujo un método diagndstico mole-
cular prenatal para detectar la EGC ligada al cromosoma X a través de un sis-
tema de cromatografia liquida de alta resolucidon. Este método se utiliza para
diagnosticar la enfermedad durante el segundo trimestre de embarazo en madres
embarazadas por segunda vez, cuyo primer hijo padeciera de esta variante de la
enfermedad [54]
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El ensayo de dihidrorrodamina 123 (DHR) es una prueba efectiva para eva-
luar la EGC en pacientes masculinos y en muchos de ellos permite diferenciar en-
tre la forma comun ligada al cromosoma X y el defecto autosémico recesivo [55].

Tratamiento

Es necesario el tratamiento intenso de las infecciones con antibidticos de am-
plio espectro para prolongar la supervivencia global de los enfermos. Los absce-
sos deben ser drenados rdpidamente. Actualmente se usa el interferén gamma en
la EGC ligada al cromosoma X para el tratamiento de las infecciones severas, ya
que estimula la produccion de superéxido [56] La profilaxis con intraconazol pa-
rece ser un tratamiento efectivo y bien tolerado que reduce la frecuencia de apa-
ricién de infecciones fingicas en los pacientes que padecen de esta enfermedad,
pero no debe ser administrado durante largos periodos de tiempo [57]

El trasplante alogénico de médula dsea puede ser la cura para la EGC pero
el grado de toxicidad relacionado con el trasplante y la limitada disponibilidad
de donantes compatibles han restringido la aplicacion de esta técnica. Debido a
que se conocen los defectos genéticos responsables de la EGC y que dicha en-
fermedad es una alteracion de células madre que puede ser tratada mediante el
trasplante de médula, hoy se considera que la EGC es una enfermedad con gran-
des expectativas para la terapia génica somatica en el sistema hematopoyético.
Son muchas las publicaciones que han demostrado la reconstitucién de la acti-
vidad de la NADPH oxidasa por la transferencia génica a la médula de pacien-
tes con EGC y en cultivos de lineas celulares in vitro [58, 59].

Se han desarrollado modelos en ratones con EGC mediante la separacién de
genes. Los estudios preclinicos en estos animales, usando vectores retrovirales
recombinantes, han demostrado la reconstruccién de la funcionalidad normal de
los neutréfilos y una mayor resistencia a patégenos tales como Aspergillus fu-
migatus, Staphylococcus aureus y Burkholderia cepacia. La transfusion de gra-
nulocitos se ha considerado una modalidad terapéutica para las infecciones bac-
terianas y micéticas recurrentes en pacientes con una neutropenia prolongada y
con alteraciones funcionales en los neutrdfilos. Evidencias tedricas y experi-
mentales han demostrado la eficacia de la transfusion de granulocitos en la pre-
vencion y tratamiento de infecciones severas. Sin embargo, las evidencias cli-
nicas han sido mds dificiles de interpretar, pero se ha observado eficacia cuando
se administra la dosis correcta de granulocitos por peso del paciente. No obs-
tante, son necesarios experimentos clinicos bien disefiados para establecer las
transfusiones granulociticas, como una modalidad terapéutica disponible para el
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tratamiento de infecciones bacteriales y micoticas recurrentes en pacientes con
alteraciones funcionales en los neutrdfilos o con neutropenia [60].

En el afio 2003 se realizé con éxito el primer caso de trasplante con células
madre obtenidas de sangre de cordén umbilical, en un paciente cuya enfermedad
fue confirmada a los 2 afios de edad. La sangre de cordén umbilical fue donada
por su hermana gemela no afectada por la enfermedad. Después de un afio de
trasplante desaparecieron las manifestaciones clinicas y se normaliz6 la funcién
de los neutréfilos con una integracién completa de los linfocitos donados [61]

Analisis de los mecanismos fisiopatolégicos

Los enfermos con EGC no pueden producir radical superdxido, peréxido de
hidrégeno, ni otras especies reactivas de oxigeno, por presentar deficiencia fun-
cional de la actividad NADPH-oxidasa y trastornos a nivel del estallido respi-
tatorio de los neutréfilos y macréfagos. Los pacientes con EGC cuando sufren
una infeccién, muestran reacciones inflamatorias extensas, que pueden mani-
festarse en fallos de la degradacion antigenos, propiciando una acumulacion per-
sistente de neutréfilos. Los microorganismos fagocitados sobreviven dentro del
fagocito, estimulando una respuesta celular contra los antigenos dentro de la cé-
lula, lo cual da lugar a la formacion de granulomas. Las infecciones son pro-
ducto de microorganismos catalasa positivos, que producen catalasa, enzima ca-
paz de eliminar el peréxido de hidrégeno derivado de la dismutacién del radical
superdxido, ambos productos del estallido respiratorio.

Desde el punto de vista histolégico se detectan en la enfermedad granulo-
matosa crénica numerosos granulomas, que son los que dan el nombre a esta
enfermedad. Los granulomas son aglomeraciones de diferentes tamafios que en-
globan fagocitos, especialmente neutréfilos, junto a los microbios causantes de
esa infeccion. En estos granulomas pueden aparecer zonas necréticas (Figura 8).

Los microorganismos catalasa positivos no pueden ser destruidos por los fa-
gocitos deficientes en NADPH oxidasa, debido a que la catalasa microbiana eli-
mina el poco peréxido de hidrégeno que logran producir los fagocitos. Los mi-
croorganismos catalasa negativos pueden ser controlados mas facilmente por los
fagocitos deficientes debido a que usan el peroxido de hidrégeno que secretan
los propios microorganismos y lo hacen actuar junto a la mieloperoxidasa de los
fagocitos, controlando la infeccién. Los microorganismos catalasa positivos se
mantienen vivos dentro de los fagocitos integrantes de los granulomas, pudien-
do incluso reproducirse.
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wacuala fagocitica

Ficura 8.  Granuloma.

Las especies bacterianas que producen perdxido de hidrégeno y son catalasa ne-
gativas, cuando son fagocitadas por fagocitos de enfermos con EGC, las propias
bacterias contribuyen a paliar el defecto de los fagocitos defectuosos. Como resul-
tado se supera la deficiencia y los microorganismos pueden ser eliminados utili-
zando el peréxido de hidrégeno producido por ellos mismos que reacciona con la
mieloperoxidasa del fagocito. Asi los pacientes EGC no presentan susceptibilidad a
estos microorganismos, solo son susceptibles a los que no producen peréxido de hi-
drégeno, tales como estafilococos y hongos. En estudios histopatoldgicos aparecen
en los granulomas células epiteloides, células multinucleadas gigantes, linfocitos T
CD4* y CD8*, ademds de los microorganismos causantes de la infeccién y fibro-
blastos. La formacién de granulomas parece ser un mecanismo de defensa, que im-
pide la expansion y distribucion de la infeccién que no se ha podido controlar.
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El mecanismo mediante el cual se forman los granulomas puede explicarse
como sigue. Por accién de citoquinas circulantes, los fagocitos se activan para
producir el estallido respiratorio, pero en casos de EGC, al no producirse dicho
estallido, los fagocitos se sobreestimulan y se transforman en células epiteloi-
des y células multinucleadas gigantes. Los fagocitos a su vez, secretan IL-8, avi-
sando a los polimorfonucleares y otros mastocitos para que acudan el sitio de
la infeccion. Esto comienza a producir un conglomerado celular, que se con-
vertird mds tarde en el granuloma. Ademads, los macréfagos secretan IL-12 que
induce la diferenciacion de las células Thl, IL-5 que aumenta la proliferacién
de las células T y MCP-1 y MIP-1 que provocan quimiotaxis y adherencia, lla-
mando al actimulo celular en una zona especifica.

Con toda esta secrecion crénica de citoquinas, se ven estimulados otros ti-
pos celulares no inmunes, como el endotelio que ayuda al paso de células ha-
cia el granuloma y a los fibroblastos, que comienzan a producir coldgeno, en
respuesta a factores de crecimiento y diferenciacion fibrobldsticos y endotelio
vasculares secretados por los macréfagos, para reparar la matriz dafada en la
inmunidad natural. La secrecion de este coldgeno ayuda a impedir la migracién
e invasion de otras zonas por la infeccidon y provoca necrosis central, que se pro-
duce por lisis tréfica de los macréfagos y microbios que alli se encuentran, de-
pendiendo de la concentracion de coldgeno y del tamafio del granuloma. Esto,
como ultima etapa, ayuda también a controlar la infeccidon, aunque sea a costa
de células del individuo enfermo.

Expectativas

La calidad de vida de muchos pacientes que sufren la EGC ha mejorado no-
tablemente desde que se conocen los mecanismos moleculares afectados por esta
enfermedad y la apreciacion de la necesidad de una temprana terapia agresiva
con antibidticos cuando se manifiestan las infecciones. Son necesarias frecuen-
tes hospitalizaciones, ya que se requieren pruebas multiples para localizar el lu-
gar exacto y la causa de las infecciones y a menudo puede ser necesaria la apli-
cacidn intravenosa de antibidticos en casos de infeccion severa. Los intervalos
libres de enfermedad se elevan por accidn profildctica de los antibidticos y tra-
tamiento con interferén gamma. Las infecciones severas tienden a ser menos
frecuentes a partir de la adolescencia. De hecho muchos pacientes con EGC
pueden llevar una vida relativamente normal.
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Inmunologia del trasplante

EMILIO GOMEZ DE LA CONCHA
MERCEDES PEREZ BLAS

RESUMEN

El trasplante es hoy la solucién mds idonea para el fracaso funcional de mu-
chos 6rganos del cuerpo humano. Sin embargo la presencia de antigenos de his-
tocompatibilidad en todas las células nucleadas hace que el sistema inmunitario
provoque el rechazo de todo trasplante que no sea realizado entre gemelos uni-
vitelinos. El progreso en las técnicas quirtrgicas, el tipaje de donante y recep-
tor, la seleccion del primero y sobre todo la administracién indefinida de dro-
gas inmunosupresoras al receptor ha permitido que el trasplante sea un
tratamiento habitual. Sin embargo, los trasplantes, en la mayoria de los casos,
no duran indefinidamente por culpa de un rechazo crénico para el que hoy en
dia no existe tratamiento. Por otro lado, el niimero de donantes es limitado y no
todos los que lo necesitan pueden recibir un trasplante. La solucién de estos dos
problemas ha de venir por el logro de la tolerancia al trasplante en el receptor
y por el xenotrasplante. Estos son los dos grandes retos que tiene la investiga-
cién en este campo en los préoximos afos.

1. INTRODUCCION

Mis de cincuenta afios después del primer trasplante renal coronado por el
éxito, el trasplante de 6rganos se ha convertido en un tratamiento habitual del
fracaso funcional de los més importantes érganos de nuestro cuerpo. Esto ha
sido posible gracias al progreso realizado en tres grandes frentes: las técnicas
quirdrgicas, el conocimiento de las moléculas de histocompatibilidad (HLA)
y las técnicas para su estudio, y el desarrollo de fairmacos inmunosupresores.
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El nimero de trasplantes aumenta de afio en afio, habiéndose realizado mas
de 21.000 trasplantes de 6rganos en USA en 1999 (Tabla 1). En Espaiia tam-
bién el nimero de trasplantes es considerable y durante el afio 2005 se reali-
zaron los siguientes (datos de la Organizacién Nacional de Trasplantes): 2.200
renales de donante cadaver y 87 de donante vivo, 1.070 hepaticos, 287 car-
diacos, 167 de pulmoén, 3 de pulmoén corazén, 74 pancredticos, 7 intestinales,
1.910 de precursores hematopoyéticos, de los cuales 1.353 fueron autdlogos
y 557 alogénicos.

Sin embargo, atin quedan graves problemas sin resolver. Si bien la viabili-
dad del 6rgano a los 5 afios es muy buena (Tabla 1), los trasplantes no duran
indefinidamente, apareciendo en la mayoria de los casos un rechazo crénico que
les hace fracasar en épocas posteriores (Tabla 2). También los farmacos que se
administran para evitar el rechazo, aunque muy utiles en los primeros afios post-
trasplante, han de administrarse indefinidamente y tienen efectos secundarios
importantes, favoreciendo principalmente la aparicion de infecciones y tumores.
Y finalmente, y éste puede que sea el mayor problema, existe una gran escasez

TABLA 1. Trasplantes realizados en USA en 1992 y 1999 y lista de espera y supervivencia
del organo trasplantado en este tiltimo caso

Organo N.? de trasplantes Lista de Supervivencia del

trasplantado espera organo (1999) %
1992 1999 (1999) 1 aio 5 afios

Rifién 9.736 12.251 46.803 94 71
Higado 3.064 4463 16423 87 72
Corazén 2172 2345 4.114 85 69
Pulmén 535 862 3.638 71 43
Péncreas ND 245 971 79 60
Intestino ND 68 133 70 ND

TaBLA 2. Supervivencia del trasplante renal, cifras actuales

UN L AT10 1ttt ettt st et sht e et e bt st e bt et e bbe et ebee 95 %
CINCO ATI0S c.vvieuiietieeiieeetie et e st e et e e st e etae e beeesaeebeessbeebeessaeeseesseeenseessseenseessseenseenses 86 %
DICZ ATI0S .eeuvveeiiieiie ettt sttt ettt et e st e et e e ateenbeenee 40 %
VEINTE ATI0S ...vvveeeiiiieiiieiiieeesteeeetteeetteeetaeeseaeeessseeesssaeesssaeesseeensseeessssaeansseesnsnes 30 %
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de 6rganos que impide que reciban uno la mayoria de los enfermos que lo ne-
cesitan. Por eso, pese a los enormes avances realizados en las tres dreas men-
cionadas anteriormente, quedan dos grandes problemas que resolver. Por un lado,
conseguir que el organismo receptor acepte el injerto como si fuera tejido pro-
pio, es decir que se haga tolerante para él; esto evitaria tener que administrar
inmunosupresores indefinidamente con los graves problemas de efectos secun-
darios que acarrean. Por otro lado, la solucion a la escasez de érganos sélo pue-
de venir con el xenotrasplante, es decir el trasplante de 6rganos de especies dis-
tintas a la nuestra, que puedan ser criadas especificamente con este fin y en
cantidades ilimitadas.

2. EL SISTEMA HLA

El éxito de un trasplante depende de minimizar el fenémeno de rechazo, del
cual es responsable el sistema inmunitario al reconocer el tejido injertado como
extrafo al organismo. El trasplante alogénico utiliza injertos de donantes de la
misma especie que el receptor.

Los principales antigenos reconocidos como extraios en las células de un te-
jido alogénico trasplantado son las moléculas HLA (de Human Leucocyte Anti-
gens) que se encuentran en la superficie de todas las células nucleadas del orga-
nismo. Estas moléculas exhiben un extraordinario polimorfismo, y su funcién es
presentar péptidos, presentes en las células, a los linfocitos T para que estos los
examinen y determinen si son del propio organismo y deben ser conservados, o
si son extrafios y deben ser eliminados. Se piensa que este polimorfismo es ne-
cesario para preservar la especie de infecciones. En efecto, la diversidad de las
moléculas HLA las hace capaces de unir y presentar cualquier péptido, de cual-
quier proteina, de cualquier microorganismo y, por tanto, hacer que el sistema in-
munitario los reconozca como extrafios y los elimine. Un nimero limitado y pe-
queilo de polimorfismos en el sistema HLA podria permitir que un virus mutara
de forma que ninguno de sus péptidos pudiera unirse a y ser presentado por estas
moléculas y por tanto el sistema inmunitario no podria defender a ningtin orga-
nismo de la especie contra su infeccién (Janeway CA, 2005).

Pero lo que representa una ventaja frente a las infecciones, es un serio obs-
tdculo para el trasplante, pues hace que cada individuo exprese en la superficie
de sus células moléculas HLA que van a ser reconocidas como extrafias por el
sistema inmunitario de otro individuo de la misma especie, siendo extraordina-
riamente dificil encontrar dos individuos no emparentados que tengan los mis-
mos antigenos HLA. Aunque esto depende de la frecuencia de las moléculas
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HLA de cada individuo, se ha calculado que, como media, existe una probabi-
lidad de uno entre un millén de encontrar dos individuos no emparentados con
las mismas moléculas HLA.

Existen dos tipos de moléculas HLA. Las llamadas de clase I, que aparecen
en todas las células nucleadas del organismo, y las de clase II, que aparecen fun-
damentalmente en células presentadoras de antigeno (APC) del sistema inmuni-
tario como monocitos, macrdéfagos, células dendriticas y linfocitos B. También en
determinadas circunstancias, tras estimulos activadores, las moléculas de clase 11
pueden aparecer en la superficie de linfocitos T y de células endoteliales.

La mision de las moléculas HLA de clase I es presentar péptidos a los lin-
focitos T CDS8 citotdxicos, mientras que las de clase II presentan péptidos a los
linfocitos T CD4 cooperadores.

Las moléculas de clase I poseen dos cadenas: alfa y beta. En todas ellas la
cadena beta es la 3, microglobulina, que no es polimérfica. La cadena alfa tie-
ne tres dominios extracitoplasmdticos denominados ¢, o,y 0. Los dominios
o,y o, son los mas externos a la célula y forman entre ellos un surco o hendi-
dura donde se aloja el péptido. Estas zonas de la molécula son las mds varia-
bles, de tal forma que cada variante o alotipo va a unir, alojar y presentar pép-
tidos diferentes.

Las moléculas de clase II tienen una estructura tridimensional muy parecida
a las de clase I. Sin embargo, sus cadenas alfa y beta son semejante entre si, te-
niendo cada una dos dominios. Los dominios o, y B,, los mads externos a la cé-
lula, son los més polimérficos y los que forman entre si el surco o hendidura
donde va a alojarse el péptido.

Con excepcién de la B, microglobulina, todas las cadenas de las moléculas de
histocompatibilidad son codificadas por genes que se encuentran en el ser huma-
no en un pequefio segmento del brazo corto del cromosoma 6, denominado Com-
plejo Principal de Histocompatibilidad o complejo HLA. Esta regién contiene tres
zonas, denominadas de clase I, II y III. Es en la zona de clase I donde se en-
cuentran los genes que codifican para las cadenas alfa de las moléculas HLA-A,
HLA-B y HLA-C, denominadas moléculas HLA de clase I y en la zona de clase
IT se encuentran los genes para las cadenas alfa y beta de las moléculas HLA-DR,
HLA-DQ Y HLA-DP, llamadas moléculas de clase II. Con excepcién del gen
HLA-DRAT (gen para la cadena alfa de la molécula HLA-DR) el resto de los ge-
nes mencionados son muy polimérficos, destacando los genes HLA-B (mds de
400 alelos) y HLA-DRB1 (mds de 200 alelos), que codifican, respectivamente,
para la cadena alfa de HLA-B y para la cadena beta de HLA-DR.
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En su conjunto, el Complejo Principal de Histocompatibilidad o region HLA
contiene unos 200 genes entre los que figuran, ademds de los mencionados, otros
muchos genes importantes para la respuesta inmunitaria, pero no ya para el re-
chazo de injertos.

Si bien es muy dificil encontrar dos individuos no emparentados que pose-
an idénticas moléculas HLA, esto si ocurre en un 25% de los hijos de unos mis-
mos padres. Esto es debido a que, al estar todos los genes polimérficos de las
moléculas HLA reunidos en un pequefio segmento del cromosoma 6, todo el
grupo se hereda de forma conjunta, constituyendo un solo haplotipo.

Segtin se ha podido demostrar en ratones, si donante y receptor no comparten to-
dos las moléculas HLLA (realmente HLLA es una denominacion reservada a humanos,
por lo que en animales habria que hablar de antigenos MHC de Major Histocompa-
tibility Complex) al trasplantar cualquier 6rgano, se produce un rechazo al cabo de
pocos dias. Si, por el contrario, todo el complejo HLA es compartido por donante y
receptor y, por tanto, todas las moléculas HLA son las mismas en ambos, este tipo
de rechazo no se produce, pero si uno mas lento que aparece al cabo de un par de
meses. Esto se debe a que, ademas de los antigenos o moléculas principales de his-
tocompatibilidad, existen otros antigenos menores de histocompatibilidad que acaban
por producir de todas formas rechazo. Estos son mal conocidos, pero se piensa que
son protefnas intracelulares polimdrficas que, presentadas por moléculas HLA, per-
miten reconocer al érgano como extraflo por el sistema inmunitario y producir su re-
chazo. Asi pues, atin en hermanos que compartan todos los antigenos HLA, en el
caso de un trasplante, es necesario el tratamiento de por vida con inmunosupresores.

3. ALORREACTIVIDAD Y RECHAZO

Considerando el elevado polimorfismo del sistema HLA, y la escasa probabi-
lidad de encontrar para un receptor cualquiera un donante HLA idéntico, los fend-
menos de rechazo aparecerdn invariablemente en cualquier tipo de trasplante, a ex-
cepcidn del aut6logo o del procedente de gemelo singénico. Los principales tipos
de rechazo, atendiendo al momento de su aparicién y a las caracteristicas anato-
mopatoldgicas del tejido rechazado, son el Hiperagudo, Agudo y Crénico.

3.a. Componentes celulares y moleculares del rechazo

La base inmunoldégica de los rechazos es el fenémeno de alorreactividad, es
decir, el reconocimiento por parte de los linfocitos T del receptor de las molé-
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culas HLA alogénicas del donante, lo cual lleva a la produccién de anticuerpos
y a la activacion de células efectoras T-CDS, responsables en ultimo término del
rechazo. Durante el fendmeno de alorreactividad, los linfocitos T reconocen, a
través de su receptor (TCR), tanto residuos aminoacidicos polimérficos de la
molécula HLA alégenica como el péptido alojado en su interior (Housset D,
2003). En cualquiera de los casos, y por razones no aclaradas, la frecuencia de
linfocitos T alorreactivos en un individuo cualquiera es del 2-10%, frecuencia
elevadisima si se compara con la de linfocitos T especificos para un antigeno
concreto, que es de 1/10.000 — 1/100.000. Las moléculas HLA alogénicas son
practicamente las dnicas proteinas capaces de estimular una respuesta inmune
sin ser primero procesadas en péptidos para unirlas al HLA propio: durante el
reconocimiento alogénico son reconocidas sobre las células presentadoras de an-
tigeno del donante (via directa de presentacién de aloantigenos).

3.b. Células presentadoras de antigeno y linfocitos. Vias directa
e indirecta

La abundancia de células presentadoras (APC) en el injerto facilita la pro-
duccion de rechazo. De hecho, en modelos animales la eliminacion de APC del
injerto prolonga la supervivencia del trasplante (Sykes M, 2003a). Hay que te-
ner en cuenta que la realizacién de un trasplante hace que participen dos tipos
de células presentadoras: las del receptor y las del donante. Segun el tipo de
APC que participe se distinguen dos vias en el proceso de sensibilizacion alo-
génica, las vias directa e indirecta.

* Via directa de presentacion de aloantigenos. Tras la realizacién de un in-
jerto y durante un tiempo variable (dias-semanas) se produce una migracion de
las APC del donante desde el injerto hacia los ganglios linfdticos regionales y
el bazo (Game DS, 2002). Ahi se produce la sensibilizacién de los linfocitos T
CD4 virgenes del receptor (Figura 1). Estas células T, una vez activadas por el
HLA alogénico, se desplazaran hacia el injerto, donde su extravasacion se ve
favorecida por el proceso inflamatorio asociado a la realizacion del trasplante
(dafio isquémico y traumatico del trasplante) que conlleva la produccién de ci-
toquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNFa., yIF). Estas citoquinas aumentan
localmente las moléculas de adhesion del endotelio vascular del injerto facili-
tando la extravasacion de leucocitos, e incrementan la expresion de HLA-II so-
bre las APC, y por tanto su capacidad presentadora de antigeno (Thorsby E,
2004). Aparte de este proceso de sensibilizacién inicial de las células T virge-
nes, en el rechazo también pueden participar células T CD4 de memoria que fi-
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APC Dona nte

Alo-MHC '
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Anticuerpos anti MHC-1

CTL anti MHC-1

Ficura 1. Via Directa de presentacion de alo-MHC.

siolégicamente reconocen HLA+péptido propio y son capaces de reaccionar de
manera cruzada con alo-HLA+péptido extraiio. Aunque también puede darse via
directa de presentacion de aloantigenos desde las APC del donante hacia las cé-
lulas T-CDS8 del receptor, éste representa un mecanismo menor en la produccién
de rechazo. Se ha descrito que la via directa de alorreactividad mediada por cé-
lulas T-CD4 es necesaria y suficiente para producir rechazo agudo, aun cuando
no haya células T-CD8 (Pietra BA, 2000).

Hay dos modelos para explicar la elevada frecuencia de células T alorreactivas
capaces de participar en la via directa: uno propone que la especificidad del TCR
de las células T alorreactivas va dirigida frente a los aminoécidos polimérficos y
expuestos del MHC alogénico, pero el péptido alojado por ese MHC no seria re-
levante. El otro modelo postula que la especificidad del TCR va dirigida frente a
un determinado péptido derivado de una proteina celular o sérica normal, y son las
diferencias en la regién del unién al antigeno del alo-MHC lo que le llevarian a
unir una serie de péptidos esencialmente distintos de los que une el MHC propio.

Considerando que las APC del donante procedentes del injerto disminuyen
con el tiempo, la via directa de alo-reconocimiento se da mayoritariamente, y
es mas relevante, durante las primeras semanas tras el trasplante: es decir, dis-
minuye con el tiempo y en consecuencia su participacién en el rechazo crénico
€s menor.
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Ficura 2. Via Indirecta de presentacion de alo-MHC.

Célula B

* Via indirecta de presentacion de aloantigenos. Esta via es similar al reco-
nocimiento fisioldgico de antigenos por las células T del sistema inmunitario. Las
APC del receptor, situadas en los érganos linfoides secundarios, captan molécu-
las HLA-I, HLA-IT y antigenos menores de histocompatibilidad solubles, libera-
dos desde el injerto. En este caso, los fragmentos del HLA alogénico se expor-
tan a la membrana de las APC unidas al HLA-II propio, del receptor, con lo que
se activan preferentemente los linfocitos T-CD4. Por tanto, en la via indirecta (Fi-
gura 2), las células T-CD4 del receptor reconocen antigenos HLA del donante
presentados por moléculas HLA propias, del receptor (Pettigrew GJ, 2001; Ca-
ballero A, 2006). Diversos datos indican que la via indirecta por si sola es capaz
de producir rechazo, ain en ausencia de reconocimiento alogénico por la via di-
recta (Fluck N, 1999).

Aparte de las APC implicadas durante el reconocimiento alogénico, hay otras
poblaciones celulares implicadas en el rechazo. En la via directa los linfocitos
T-CD4 que reconocen el HLA-II alogénico proporcionan cooperacion a linfoci-
tos T-CD8 cercanos que reconocen sobre la APC el HLA-I alogénico, y tam-
bién las T-CD4 cooperan con células B que estdn reconociendo HLA-I o II alo-
génicos. De manera andloga, la activacion de las T-CD4 en la via indirecta
proporciona la cooperacién necesaria a células T-CDS8 y células B que estdn par-
ticipando en el reconocimiento alogénico.
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Hay importantes diferencias entre estas dos vias: la via directa induce in vitro
una respuesta proliferativa de células T alorreactivas 100 veces mayor que la pro-
ducida frente a un antigeno concreto. También, la frecuencia de células T activadas
por la via directa es 100 veces mayor que en la via indirecta. La produccion de an-
ticuerpos en la indirecta no se inhibe con Ciclosporina A, y si en la via directa.

Se piensa que la via directa es la principal responsable del rechazo agudo,
mientras que la indirecta participa mayoritariamente en el crénico.

3.c. Anticuerpos

Los anticuerpos (Acs) presentes en el receptor ya en el momento del tras-
plante pueden provocar rechazo hiperagudo si estin presentes en suficiente can-
tidad y reconocen determinantes antigénicos expresados en el endotelio vascu-
lar del injerto. Estos anticuerpos son de dos tipos: Anticuerpos naturales y
Anticuerpos inducidos (Duquesnoy RJ, 1990).

Los Anticuerpos naturales son los dirigidos frente a los grupos sanguineos del
sistema ABO, son IgM y tienen menor afinidad por sus ligandos que los inducidos.
Los Anticuerpos inducidos aparecen por sensibilizacién previa a un sistema HLA
alogénico. Esto puede ocurrir por la realizacion de transfusiones, trasplantes previos
o en mujeres multiparas. En este dltimo caso, la mujer entra en contacto con las mo-
léculas HLA al6genicas expresadas en el feto que proceden del haplotipo paterno.
Los anticuerpos inducidos por sensibilizacion alogénica van dirigidos en mds del 90
% de los casos frente a moléculas HLA-I, y en un porcentaje mucho menor frente
a HLA-II. Son IgG y tienen mayor afinidad por su ligando que los naturales, con
lo que son mas peligrosos en la produccién de rechazo hiperagudo.

En otros casos, los anticuerpos se producen tras la realizacion del trasplante y van
dirigidos contra el HLLA expresado en el injerto. Generalmente no llegan a producir
rechazo agudo, porque aparecen tardiamente, cuando ya la respuesta T ha causado
rechazo, o bien porque su produccion es lenta debido a la inmunosupresion post-tras-
plante y también debido al fenémeno de Acomodacién endotelial, que permite la co-
existencia “pacifica” de anticuerpos frente al injerto sin que éste resulte dafiado. Es-
tos anticuerpos parecen jugar un papel importante en el rechazo crénico.

3.d. Rechazo Hiperagudo

Se produce durante las primeras 24 horas tras la realizacién del trasplante.
En el trasplante renal el rifién se vuelve azulado y necrético. La mortalidad es

177



EmiLio GOMEZ DE LA CONCHA y MERCEDES PEREZ BLAS

elevada y no tiene tratamiento, salvo el retrasplante. Desde el punto de vista
anatomopatolégico se caracteriza por la oclusién trombética de los vasos del in-
jerto y hemorragias, con infiltrado abundante de granulocitos (Sykes M, 2003b).

Se debe a la presencia en el receptor de anticuerpos preformados, anteriores a
la realizacién del trasplante, que son capaces de reconocer estructuras expresadas
en el endotelio del injerto. Es decir, anticuerpos IgM anti-ABO e IgG anti-HLA
de clase I. Es, por tanto, una respuesta inmunoldgica secundaria, o de recuerdo.

El mecanismo de dafio se basa en la activacidon del Sistema del Comple-
mento y en la activacién endotelial tipo 1. Considerando que sobre las células
endoteliales hay proteinas reguladoras de la activaciéon del Complemento
(CR1, MCP, DAF...), para que el anticuerpo unido a la célula endotelial sea
capaz de sobrepasar esos mecanismos hace falta que sea de elevada afinidad
y se encuentre a titulo elevado. Esos dos requisitos los cumplen los anticuer-
pos anti-HLA de clase I, de ahi que sean mds peligrosos en la produccién de
este tipo de rechazo.

Una vez activado el Complemento, se da la lisis de las células endoteliales
por el complejo de ataque la membrana (C5-C9), pero ademds, el Complemen-
to induce también el fendmeno de activacion endotelial tipo I, en el que se pro-
duce la retraccion de las células endoteliales y la pérdida de moléculas anti-
trombdticas en el endotelio. El resultado es el edema, la hemorragia
extravascular y la formacion de trombos.

Hay que resefar que no todos los 6rganos son igualmente susceptibles a este
tipo de rechazo. En principio, es propio de 6rganos vascularizados, por lo que
no se da en el trasplante de islotes pancredticos (que pierden el componente vas-
cular en cultivo), o de componentes celulares aislados (hepatocitos, médula 6sea)
o de drganos en los que no hay exposicion inmediata del endotelio vascular del
injerto a la circulacién sanguinea del receptor, como la piel.

Por otra parte, algunos érganos como el higado son poco susceptibles al re-
chazo hiperagudo. Las razones no son claras, pero se postulan diversos meca-
nismos: el doble aporte vascular a través de la vena porta y arteria hepatica le
permitirfa suplir el dafio isquémico sufrido en algin punto; la existencia de mo-
léculas HLA-I solubles en higado permite que no haya un blanco tdnico (en-
dotelio) sobre el que se dirija el ataque de los anticuerpos, y en consecuencia
el dafio es menor; finalmente, los macréfagos hepaticos son capaces de adsor-
ber e inactivar inmunocomplejos, asi como el fibrindgeno y los agregados pla-
quetarios.
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Como este tipo de rechazo carece de tratamiento efectivo, la mejor estrate-
gia es evitar su aparicion. Para ello es fundamental la compatibilidad de grupo
sanguineo ABO y la determinacién de anticuerpos preformados (Anticuerpos ci-
totoxicos) en el receptor, asi como la realizacién de Pruebas cruzadas previas al
trasplante. Actualmente, han surgido diferentes estrategias encaminadas a reali-
zar el trasplante a pesar de la incompatibilidad ABO o de la existencia de An-
ticuerpos citotoxicos en el receptor (Jordan SC, 2005). Son especialmente tti-
les en individuos hiperinmunizados en los que, a pesar de estar incluidos en
programas especiales (Eurotrasplante), hasta en un 40% no se consigue donan-
te. Asi, en trasplante renal y cardiaco se han utilizado las siguientes técnicas:

— Administracion de dosis altas de gamma globulina inmune intravenosa,
que trabaja bloqueando los Acs anti-HLA e inhibiendo el Complemento

— Administracién de Anticuerpos Monoclonales (AcMo) anti-CD20, que in-
ducen deplecion de células B e interfieren con la actividad presentadora
de antigeno de las células B.

— Plasmaféresis, sola o combinada con IgG-anti citomegalovirus o con
Gammaglobulina inmune.

3.e. Rechazo Agudo

Clinicamente, aparece desde los 7 dias post-trasplante y su incidencia dismi-
nuye pasados los 3 primeros meses. Es el mds frecuente, aunque en la actuali-
dad debido a su mejor control con inmunosupresores (anticuerpos anti-CD3, Ci-
closporina A...), se ha incrementado la frecuencia del rechazo crénico. El examen
anatomopatolégico del 6rgano con rechazo agudo muestra un infiltrado abun-
dante de células mononucleares, principalmente células T, macréfagos y células
B. El endotelio vascular (15%) y el intersticio del injerto (85%) son los princi-
pales blancos del rechazo agudo (Paul LC, 2001a). Los mecanismos efectores
son linfocitos T citoliticos (CTL) en el dafio intersticial y anticuerpos y células
T en el endotelial.

A diferencia del rechazo hiperagudo, el agudo es una respuesta inmunitaria
primaria, es decir, las células T del receptor entran en contacto por primera vez
con el HLA alogénico procedente del injerto, de ahi que tarde en iniciarse 7-10
dias. Se produce la sensibilizacion por la via directa de presentacion de aloan-
tigenos y, en menor medida, participarfa la via indirecta (Figuras 1, 2).

Dado que los mecanismos efectores del dafio sobre el injerto son la presencia
de anticuerpos y linfocitos T CDS citoliticos frente al HLA alogénico, es decir, esta
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mediado por células T, la terapia inmunosupresora de células T es efectiva (Sykes
M, 2003b).

3.f. Rechazo Cronico

Ocurre pasado el primer afio tras la realizacion del trasplante. El andlisis anato-
mopatolégico muestra un proceso de fibrosis intersticial con oclusion arterial. Hay
proliferacién de células endoteliales y fibra muscular lisa, con destruccion de la capa
media vascular, fibrosis concéntrica que ocluye la luz, y abundancia de citoquinas
fibrogénicas localmente (FGF, IGF...). Dependiendo del 6rgano injertado, se pue-
de observar también obliteracion bronquiolar o destruccién de conductos biliares.
Finalmente se produce la fibrosis del parénquima del injerto (Sykes M, 2003b).

Ademads de los mecanismos inmunoldgicos, son factores de riesgo el tiempo
de isquemia inicial del injerto, la escasa masa del injerto (especialmente en el
trasplante hepético), la denervacién del injerto, los fAirmacos inmunosupresores,
la infeccién viral crénica, la hipertension arterial y la hiperlipidemia.

Se asocia frecuentemente con la presencia de anticuerpos anti-HLA alogénico
en el receptor, y con episodios previos de rechazo agudo. Es normalmente refrac-
tario al tratamiento inmunosupresor, a diferencia del rechazo agudo. De hecho, s6lo
el 50% de los trasplantes son funcionantes pasados 10 afios. Dado que con el paso
del tiempo, las APC del donante son sustituidas por las del receptor, serfa la via
indirecta de presentacion de aloantigenos la principal implicada en su produccion.

4. TIPAJE HLA Y LISTA DE ESPERA

La determinacién de las variantes proteicas HLA expresadas por las células
de donante y receptor se ha realizado cldsicamente mediante técnicas de mi-
crolinfocitotoxicidad estandar (técnicas seroldgicas). Actualmente, dichas técni-
cas estan siendo desplazadas por técnicas de biologia molecular (genotipaje) en
las que se determina el alelo heredado por ese individuo en cada uno de los loci
HLA-A, B, C, DR, DQ y DP. Asi, las actualmente 100 variantes proteicas HLA
(clase I y II) suponen mds de 1.300 alelos definidos a nivel de secuencia de
DNA (Tiercy JM, 2002). De esta manera, la identidad HLA por criterios de ge-
notipaje (DNA) lleva a una mayor supervivencia del injerto.

En cualquiera de los casos, hay que tratar de minimizar las diferencias HLA
entre donante y receptor, primero en clase II y después en clase I para evitar, en
la medida de lo posible, la apariciéon de fenémenos de rechazo. Aun con todo, el
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rechazo se puede acabar produciendo debido a diferencias en antigenos menores
de histocompatibilidad. De ahi que sea preferible un donante emparentado a uno
no relacionado, ya que en el caso de un familiar la probabilidad de compartir an-
tigenos menores es mucho mayor que con un donante no relacionado.

Técnicas serolégicas (Stites DP, 1998) Son un método répido y sencillo; se
suelen utilizar sueros policlonales que contienen anticuerpos dirigidos frente a
moléculas HLA, o bien anticuerpos monoclonales frente a HLA. Se usan pla-
cas de 60 pocillos en las que se incluyen, en cada uno de los pocillos, diferen-
tes anticuerpos frente a las distintas variantes proteicas HLA. Posteriormente se
afiaden las células problema (células T o células B, segtin que se realice tipaje
de clase I o clase II respectivamente) y, a continuacién, Complemento exdge-
no. Si se produce la lisis celular indica que la célula problema expresa la mo-
lécula HLA frente a la que va dirigido el anticuerpo contenido en ese pocillo.

Genotipaje. Se usan técnicas de amplificacion del DNA mediante cebado-
res especificos de los exones a amplificar PCR-SSP (sequence-specific primers)
o bien mediante amplificacién e hibridacién (PCR-SSOP, sequence-specific oli-
gonucleotide probes). La principal ventaja de estas técnicas sobre los métodos
serolégicos es su capacidad de distinguir alelos que pueden confundirse con las
técnicas seroldgicas clasicas, como son los grupos de alelos HLA con reaccién
cruzada (CREG): A2- A3- A28- A30- A31- A32 p. ejplo, o DR5, DR6, DR8 y
DR12. Es decir, son mds discriminativas. Estas técnicas pueden ser de baja re-
solucién, en las que sélo se identifica el componente genérico del alelo, p. ej.
DRB1* 04 (DR4 por técnicas seroldgicas), o de alta resolucién (mds discrimi-
nativas), que identifican ademds del componente genérico al alélico, p. ejplo
DRB1* 0405 (DR4 por técnicas seroldgicas).

En el trasplante de médula 6sea es fundamental la identidad HLA entre do-
nante y receptor mediante técnicas de alta resolucién en clase II y clase I, aun-
que se pueden aceptar diferencias menores en clase I: el mismo componente ge-
nérico, por ejemplo B7, pero distinto alélico (B*0701 versus B*0705).

Anticuerpos Citotoxicos y Pruebas Cruzadas

En cualquier individuo que entra en lista de espera para un trasplante de 6r-
ganos sélidos hay que realizar extracciones de suero periddicamente y en cada
una de esas extracciones séricas determinar la posible presencia de anticuerpos
citotdxicos, es decir anticuerpos capaces de provocar rechazo hiperagudo. Para
ello se enfrenta el suero del receptor a un panel de células linfoides proceden-
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tes de individuos (minimo 30) no relacionados y de tipaje HLA conocido. Tras
la adicién de Complemento, se observa al microscopio si hay o no muerte ce-
lular. Segin el porcentaje de pocillos en los que se observe lisis celular se dira
que el porcentaje de Anticuerpos citotoxicos de ese receptor es, por ejemplo, del
0%, 22%, 97%...Y, ademads, se podra determinar si en aquellos pocillos en los
que hubo lisis habia algin factor comtin, por ejemplo en todos ellos las células
linfoides expresaban B7 o B27, en cuyo caso sabemos que esos anticuerpos van
dirigidos contra B7/B27. De esta manera, se obtiene un seguimiento en el tiem-
po del nivel de Anticuerpos citotéxicos de ese receptor y de su posible especi-
ficidad HLA. También se pueden determinar mediante citometria de flujo y ELI-
SA. Aquellos individuos cuyo porcentaje de Anticuerpos citotoxicos es igual o
mayor del 50% frente a las células del panel de denominan hiperinmunizados.
Estos pacientes son dificilmente trasplantables y pueden llegar a esperar varios
aflos para conseguir un donante apropiado; para evitarlo hay programas nacio-
nales e internacionales (Eurotrasplante) en los que se les da preferencia. En el
programa europeo y mediante programas informdaticos (determinacion de los tri-
pletes de aminoécidos inmunogénicos en la regién polimérfica del HLA) se de-
finen las variantes proteicas HLA-A y HLA-B frente a las cuales la prueba cru-
zada seria negativa. Se consigue asi trasplantar a un 45% de los pacientes
hiperinmunizados.

En las pruebas cruzadas se enfrenta el suero pre-trasplante del receptor, ob-
tenido horas antes de la realizacién del trasplante como tal, y sus sueros previos
si los hay (almacenados en la seroteca a -20°C) con las células linfoides del do-
nante. Se cocultivan ambos y se afiade Complemento. Si hay muerte celular la
prueba cruzada es positiva y estd contraindicada la realizacion del trasplante.
También se pueden realizar pruebas cruzadas por citometria de flujo, con suero
del receptor, células del donante (o antigeno HLA adherido a unas esferas) y un
AcMo anti-IgG humana.

Las pruebas cruzadas positivas indican la aparicién de rechazo hiperagudo
en caso de que se realizara el trasplante, aunque con los tratamientos previos
mencionados previamente (gammaglobulina inmune, plasmaféresis...) en oca-
siones es posible la realizacion del trasplante.

S. INMUNOSUPRESORES
En los dltimos afos, la bisqueda de farmacos inmunosupresores ha llevado

al descubrimiento de una gran variedad de sustancias con distintos mecanismos
de accién: capaces de inhibir la actividad de la calcineurina, bloquear la trans-
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mision de sefiales desde receptores de citoquinas, inhibir el metabolismo de las
purinas, el funcionalismo del TCR/CD3, la transcripcién de genes de citoquinas
o la funcionalidad del receptor de IL-2, entre otras. Estas sustancias incluyen a
los glucocorticoides, cldsicamente utilizados, la Ciclosporina A, el FK506, la
Rapamicina, el Mofetilmicofenolato y anticuerpos monoclonales anti-CD3, en-
tre otros (Masri MA, 2004). El tratamiento del rechazo suele combinar dos o
mads de estas sustancias, dependiendo de distintos factores del donante y del re-
ceptor del trasplante (First MR, 2001; Bestard, O, 2005; Borrows R, 2005).

5.a. Glucocorticoides

Los glucocorticoides actian a nivel celular y molecular, produciendo distin-
tos efectos. Todas las células nucleadas poseen receptores citopldsmicos para
ellos que en condiciones normales se hallan unidos a proteinas de shock térmi-
co (hsp90). Una vez que el glucocorticoide se une al receptor, se desplaza al nu-
cleo donde se une a secuencias especificas del ADN denominadas GRE (gl/u-
cocorticoid response elements) y ahi puede actuar aumentando o suprimiendo
la transcripcion de diversos genes. Se calcula que hay hasta 100 genes que po-
seen sitios GRE, y son por tanto susceptibles a la accion de estos farmacos.

Las principales acciones ejercidas por los glucocorticoides son las siguien-
tes (Almawi WY, 1998):

a) Redistribucion leucocitaria. Producen neutrofilia debido a una disminu-
cion de moléculas de adhesion endoteliales (Selectinas, ICAM-1,
VCAM-1) lo que impide la extravasacion leucocitaria hacia tejidos, y
linfopenia debido al secuestro de linfocitos en 6rganos linfoides secun-
darios. Esta accién es directa (a nivel transcripcional) e indirecta, debi-
do a la menor sintesis de citoquinas proinflamatorias, encargadas de au-
mentar esas moléculas de adhesion.

b) Efecto antiinflamatorio. Inhiben la produccién de citoquinas y sustancias
proinflamatorias. Activan la transcripcion de lipocortina, la cual inhibe a
la fosfolipasa A2, necesaria para la liberacion del 4cido araquidénico des-
de los depdsitos membranales. En consecuencia, se bloquea la produccion
de metabolitos derivados del 4cido araquidénico con clara actividad proin-
flamatoria: leucotrienos, prostaglandinas, PAF y otros eicosanoides.

c¢) Inmunosupresién. Disminuyen la funcién presentadora de antigeno de
los macréfagos, asi como su capacidad microbicida. Inhiben la activa-
cion y proliferacion de células T frente a antigenos.
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Mecanismo de accion

Bloquean factores transcripcionales, NF-AT, AP1, NF-kB, inhibiendo asi la
transcripcion de los genes de diversas citoquinas: IL-1, IL-6, IL-8, TNFa, IL-
3, IL-5, GM-CSF, IL-2, IL-4, yIF, IL-12... Los glucocorticoides pueden unirse
directamente a esos factores transcripcionales y bloquearlos; ademds inducen la
sintesis del factor inhibidor IxkB, con lo que al unirse éste a NF-kB impide su
desplazamiento al nticleo. Por otra parte, la unién del glucocorticoide a los GRE
sobre el DNA impide fisicamente la unién del correspondiente factor transcrip-
cional a su secuencia sobre el DNA. Ademds, disminuyen la vida media del
mRNA de diversas citoquinas como IL-1, IL-6, IL-8, IL-2, TNFo. y GM-CSF.

Disminuyen la expresiéon de moléculas de adhesién por mecanismos trans-
cripcionales y post transcripcionales: Selectinas, ICAM-1 y VCAM-1.

Aumentan la transcripcion de TGFf, citoquina inmunosupresora, y la vida
media de su mRNA por estabilizacién de los transcritos.

5.b. Ciclosporina A y Tacrolimus (FK506): Inhibidores de la Calcineurina

La Ciclosporina A (CsA), fue aislada (1970) y comercializada (Sandim-
mun®), por los laboratorios Sandoz a partir de cultivos de un hongo (7olypo-
cladium inflatum) que sintetizaba y secretaba metabolitos a los que se denomi-
n6 ciclosporinas. Sus propiedades inmunosupresoras fueron inicialmente
descritas por Borel ef al. Desde su introduccion en la prictica clinica en el tra-
tamiento de los pacientes trasplantados de rifion en los afios 80 (1984) ha dis-
minuido notablemente la incidencia de rechazo agudo, consiguiéndose que la
supervivencia al primer afio del injerto sea practicamente del 100% (Charpen-
tier B, 2001). La CsA ha reemplazado extensamente los anteriores protocolos,
de baja eficacia y elevada toxicidad, basados en la administracién de azatiopri-
na y corticoides. Actualmente, y dada la absorcion oral errdtica de la CsA, se
han desarrollado nuevos preparados (Neoral®) con una mejor absorcion.

El FK506 o tacrolimus (Prograf®) es un antibiético macrélido derivado de
Streptomyces tsukubaensis, cuya potencia es hasta 100 veces mayor que la de
la CsA en analisis in vitro. En consecuencia, las dosis utilizadas de FK506 son
menores y, por otra parte, su absorcién oral es buena. La supervivencia del in-
jerto pasados 3 afios parece ser superior a la conseguida con la CsA. También
se ha mostrado su eficacia en el tratamiento de los pacientes con episodios de
rechazo agudo refractarios al tratamiento con CsA (van Hooff JP, 1999).
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Ambas sustancias, CsA y FK506, se unen en el interior celular a proteinas
denominadas genéricamente inmunofilinas que se encuentran en la mayoria de
las células del organismo, y cuyos ligando fisiolégicos son muy variados (pro-
teinas de shock térmico, proteinas antioxidantes...) y no bien caracterizados.
Concretamente la CsA se une a la Ciclofilina A, y el tacrolimus a FKBP12. Tras
su union a las inmunofilinas, ambas sustancias bloquean a una enzima fosfata-
sa, la calcineurina (Schreiber SL, 1992; Liu J, 1991). En condiciones normales
la calcineurina es clave para el correcto funcionamiento del factor transcripcio-
nal NF-AT, pero también colabora en la induccién de otros factores como NF-
kB y AP-1 (Luo C, 1996; Trushin SA, 1999). Ademas, la calcineurina inhibe la
transcripcion de TGFP y del factor de crecimiento de hepatocitos. En conse-
cuencia el bloqueo de la calcineurina impide la adecuada transcripciéon de di-
versos genes de citoquinas, IL-2, IL-4, yYIF, TNFa, IL-12 y GM-CSF, entre otros,
pero incrementa la produccion de TGFf.

Ambos farmacos se metabolizan a través del citocromo P450 hepatico. Los prin-
cipales efectos indeseables de la CsA y FK506 son la nefrotoxicidad, hepatotoxi-
cidad, neurotoxicidad e hipertension, asi como un mayor riesgo de infecciones, lo
que resulta en una estrecha ventana terapéutica. Ademas la CsA produce hirsutis-
mo e hiperplasia gingival, mientras que el tremor, la hiperglicemia y la diarrea son
mas frecuentes con el tacrolimus (van Hooff JP, 1999; Paul LC, 2001b)

5.c. Rapamicina

Descrita inicialmente por sus efectos antiproliferativos en 1975 en las islas de
Rapa Nui, se aprobd su uso por la FDA en 1999. También, al igual que el tacro-
limus, es un antibiético macrdlido, derivado de Streptomyces hygroscopicus, que
se une a FKBP en el citoplasma celular (Raught B, 2001). Sin embargo, dada la
abundancia de la inmunofilina citopldsmica, no se produce inhibicién competiti-
va entre ambos farmacos, por lo que se pueden utilizar conjuntamente. De hecho,
debido a sus mecanismos de accidn respectivos, la rapamicina, también denomi-
nada sirolimus (Rapamune®) es sinérgica con la CsA y con el tacrolimus (Saun-
ders RS, 2001) y se usa combinada con cualquiera de ellos en el tratamiento del
rechazo agudo, ademds de ser utilizada en combinacién con Mofetilmicofenolato
(Bestard O, 2005).

Tras su unién a la inmunofilina, la rapamicina bloquea a proteinas citoplas-
micas denominadas mTOR (mammalian target of rapamycin) que tienen activi-
dad serina-treonina quinasa y son homoélogas estructuralmente a la fosfatidil ino-
sitol 3 quinasa (PIK3). mTOR coordinan el balance entre la sintesis proteica y
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la degradacién proteica en respuesta a la cantidad y calidad de nutrientes. Re-
gulan el ciclo celular, el importe de aminodcidos, la autofagia, la sintesis de pro-
teinas ribosémicas y el inicio y elongacién del proceso de traslaciéon (Rohde J,
2001). La mayoria de las citoquinas tras la unién a sus receptores sefializan a
través de mTOR y también lo hace la via de CD28. La rapamicina, por tanto,
bloquea la transmision de sefiales desde los receptores de citoquinas y afecta
tanto a células T como a células B. Se inhibe asi la sintesis de DNA, quedan-
do la célula parada en fase G1 tardia.

Los principales efectos indeseables son la mielosupresion, por bloqueo de ci-
toquinas hematopoyéticas, y la hiperlipidemia (Paul LC, 2001b). Su utilizacién
en el rechazo crénico se debe a que parece retardar su aparicion, inhibiendo la
actuacion de citoquinas fibrogénicas (FGF, PDGF...) con lo que retrasa la pro-
liferacion endotelial y de fibra muscular lisa de la pared vascular, aunque la hi-
perlipidemia y la limitacién en la dosis pueden reducir su potencial terapéutico
(Saunders NS, 2001).

5.d. Anticuerpos Monoclonales (AcMo) anti-CD3 y otros

Los anticuerpos monoclonales anti-CD3 (OKT3®), se llevan usando desde
hace mds de 20 afios en el tratamiento del rechazo agudo y en su profilaxis.

Su vida media es de aproximadamente 18-36 horas, y su mecanismo de accién
radica en la deplecion de células T mediada por el Complemento y por citotoxi-
cidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC), y en la modulacién de superfi-
cie de la molécula CD3, lo que impide la adecuada activacién de las células T.
Los dos principales problemas derivados de su administracion son el “efecto pri-
mera dosis” debido a una liberacién importante de citoquinas desde las células T
(IL-1, IL-2, IL-4, IL-6 y TNFa) y la creacion en el paciente de anticuerpos fren-
te al monoclonal de origen murino, lo que disminuye su vida media y efectividad.

El efecto primera dosis se produce a las pocas horas de su administracién y
consiste en un cuadro de malestar general, a veces junto a disnea y sintomas gas-
trointestinales y dura de 2 a 48 h. Puede ser prevenido mediante la administracién
previa de corticoides, antipiréticos y antihistaminicos. Raramente produce sinto-
mas mds graves como necrosis tubular aguda, hipercoagulabilidad, edema pul-
monar y meningitis aséptica. Como la liberacidn de citoquinas requiere el entre-
cruzamiento del AcMo a través de su region Fc con los receptores correspondientes
en la superficie de otras células, se puede resolver este problema mediante la fu-
sion de las regiones V del AcMo con regiones Fc de baja afinidad por sus recep-
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tores (Fc-o p. €j.) o eliminando la regién Fc. Para solucionar el problema del ori-
gen murino y el desarrollo de anticuerpos frente a €l, hay distintas estrategias para
humanizar el AcMo (fusién de la region murina Fab con region Fc humana...)
(Smith JA, 1997).

Otros AcMo utilizados en el tratamiento del rechazo son anti-CDS52 o alem-
tuzumab (Campath1®), capaz de provocar una intensa deplecion de células T y
B, ya que CD52 se expresa abundantemente en la superficie de los linfocitos, y
es capaz de activar eficazmente al sistema del Complemento. El anti-CD25, Da-
clizumab o Basiliximab (Zenapax®, Simulect®) va dirigido frente a la cadena alfa
del receptor de IL-2 y reduce la incidencia de rechazo agudo (Vincenti F, 20006)
especialmente si se combina con CsA.

5.e. Mofetilmicofenolato (MMF) (CellCept®)

Es un derivado del dcido micofendlico, que inhibe selectivamente a la Inosin
monofosfatodeshidrogenasa (IMPDH) necesaria para la sintesis de DNA por la
via de novo, la cual es utilizada exclusivamente por los linfocitos T y B. Hay
dos isoformas de la enzima: la IMPDH-I, que se expresa en células T y B en
reposo, y la IMPDH-II, que se expresa solamente en linfocitos activados. De
ambas, la mas sensible al MMF es la isoforma II. El bloqueo de la enzima pro-
voca deplecion de guanosintrifosfato, GTP, y deoxi GTP, y en consecuencia se
inhibe la sintesis de guanina y por tanto de DNA, actuando asi en la fase S del
ciclo celular. Los efectos inhibidores sobre la sintesis de DNA afectan princi-
palmente a células linfoides y no a otros tipos celulares, dado que en la mayo-
ria de las células del organismo se usan tanto la via salvaje como la de novo
para la sintesis de DNA (Allison AC, 2000). También la disminucién de GTP
previene la glicosilacién de moléculas de adhesion.

Inhibe la produccién de 6xido nitrico mediada por iNOS (sintasa inducible
de 6xido nitrico), disminuye la expresién de moléculas de adhesién endotelia-
les (VCAM-1), suprime la respuesta primaria de anticuerpos y bloquea la re-
plicacién de las células T activadas en fase S (Allison AC, 2000).

Se utiliza como farmaco de segunda linea en pacientes que no toleran la CsA
o el tacrolimus, y también combinado con rapamicina. Puede ser titil en recha-
zo crénico dado que inhibe la proliferacion de fibroblastos y fibra muscular lisa
arterial. Sus principales efectos indeseables son gastrointestinales (dolor abdo-
minal, nauseas, diarrea y gastroenteritis) y hematolégicos (leucopenia, trombo-
penia) (Paul LC, 2001)
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6. TOLERANCIA

Pese a todos los avances conseguidos en el campo de la inmunosupresion, los
problemas que plantea el rechazo son todavia muy importantes. Por un lado, el re-
chazo crénico y por otro los efectos secundarios de las drogas que han de ser ad-
ministradas indefinidamente, entre los que destaca la inmunosupresion inespecifi-
ca que facilita en el individuo trasplantado la aparicion de infecciones y tumores.

Seria pues ideal el conseguir en el trasplantado una tolerancia especifica para
el 6rgano trasplantado. Esto es posible, ya que existen individuos trasplantados
que por propia iniciativa han abandonado el tratamiento inmunosupresor y en
los que no se ha producido rechazo, conviviendo indefinidamente 6rgano y re-
ceptor. Aunque estos son casos aislados y excepcionales, en animales si se han
realizado numerosos estudios sobre tolerancia, demostraindose que ésta puede
ser adquirida frente a antigenos o injertos extrafios. Tolerancia es definida en la
préctica clinica como la supervivencia a largo plazo de un injerto alogénico en
ausencia de tratamiento inmunosupresor.

6.a. Tolerancia Central

Es bien conocido que los pacientes trasplantados de médula 6sea no requieren
tratamiento inmunosupresor de por vida; de hecho el tratamiento inmunosupresor
post trasplante va encaminado a prevenir la aparicion de enfermedad de injerto con-
tra huésped, GVHD (graft versus host disease), y se puede suspender pasados 6-9
meses. Este hecho se debe a que el trasplante de medula dsea induce tolerancia
central, por deplecion timica (seleccion negativa) de los linfocitos reactivos frente
al MHC del donante, ya que las células dendriticas y macréfagos que se encuen-
tran en la unién corticomedular del timo del receptor proceden de la medula ésea
injertada y son las responsables de la induccién de tolerancia frente al alo-MHC
sobre los linfocitos T en maduracién (Delis S, 2004). Por supuesto, dadas las com-
plicaciones infecciosas, de rechazo y toxicas por los tratamientos mieloablativos
asociados a este trasplante, es impensable su utilizacién como estrategia terapéuti-
ca. Sin embargo, puede ser util en aquellos pacientes que requieren un trasplante
de médula 6sea por su patologfa de base y que afios después desarrollan insufi-
ciencia funcional de un érgano sélido (rifién, higado...). En este caso el trasplan-
te posterior de rifidn si es del mismo donante que el de medula 6sea no requiere
tratamiento inmunosupresor. También puede ser util en aquellos pacientes que re-
quieren un trasplante de 6rgano sélido pero en los que estd contraindicada la tera-
péutica inmunosupresora de por vida (Fehr T, 2004)
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Quimerismo parcial

Considerando la capacidad de las células precursoras hematopoyéticas para in-
ducir tolerancia, se pueden administrar al receptor precursores hematopoyéticos del
donante, pero sin que el sistema hematopoyético del receptor sea sustituido por el
del donante (Monaco AP, 2001). Por otro lado, cada vez hay mas evidencias que
indican que el timo es funcional a lo largo de toda la vida del individuo. Es decir,
que se puede inducir tolerancia o bien inyectando alo-HLA del donante en el timo,
pero aqui no hay un aporte continuo del alo-HLA, por lo que la tolerancia induci-
da serfa transitoria, o bien administrando precursores hematopoyéticos del donan-
te; en este caso si hay un aporte continuo de alo-HLA hasta el timo del receptor.
Esta se considera la forma mds potente de conseguir tolerancia T, ya que es sisté-
mica y consigue que la mayoria de los clones T reactivos frente al alo-HLA del
donante sean eliminados del repertorio. Pero, para conseguir un quimerismo he-
matopoyético permanente hay que eliminar o bloquear las células T maduras (ti-
mocitos) positivas simples, que son alorreactivas porque ya habian madurado pre-
viamente a la introduccion del alo-HLA, y las células T de sangre periférica
presentes en el momento del trasplante. Las células T intratimicas alorreactivas pue-
den ser tratadas mediante irradiacion timica o con deplecion T repetitiva, y las de
sangre periférica con AcMo (Fehr T, 2004).

6.b. Tolerancia Periférica

Incluye aquellos métodos basados en la deplecion T (Irradiacion linfoide total,
AcMo), en el bloqueo de sefializaciéon T (Rapamicina, Anti-CD3 conjugado a in-
munotoxinas o a deoxiespergualina) y en el bloqueo de la sefial coestimuladora
(anti-CD40, anti-B7). La mayoria de estos métodos no son aplicables atin en la
préctica clinica, a excepcion de los AcMo y fadrmacos comentados anteriormente.
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El sistema inmunitario en el envejecimiento

MONICA DE LA FUENTE DEL REY

RESUMEN

El envejecimiento afecta a practicamente todos los seres vivos y en el
caso del ser humano ocupa la mayor parte de su existencia dada la elevada
esperanza de vida media que se tiene actualmente en los paises desarrolla-
dos. De todas las teorias emitidas para explicar la causa del envejecimien-
to, la més aceptada es la de la oxidacion que tiene lugar por la necesaria uti-
lizacién del oxigeno por nuestras células y la consecuente formacion de
radicales libres de oxigeno que dafian a las macromoléculas, lo que produ-
ce la falta de funcién celular. El sistema inmunitario sufre cambios con el
envejecimiento que afectan al ndimero y tipo de poblaciones leucocitarias y
a la funcionalidad de las mismas. Unas funciones se deterioran, pero otras,
las que suponen un mayor riesgo oxidativo e inflamatorio se activan. Los
cambios en algunas de esas funciones han sido propuestos por nuestro gru-
po como marcadores de edad bioldgica y esperanza de vida, en base a lo en-
contrado en un modelo de envejecimiento prematuro y en individuos que al-
canzan elevada longevidad. La causa de esos cambios funcionales se
encuentra en el aumento de estrés oxidativo (mayores niveles de oxidantes
y menores de defensas antioxidantes) que experientan las células inmunita-
rias con la edad, lo que las hace tener una contribucién importante en el pro-
ceso de envejecimiento. Esto se ha comprobado con la utilizacién de antio-
xidantes, que, en cantidades apropiadas, tanto in vivo como in vitro
recuperan, en los individuos viejos, la funcionalidad leucocitaria tipica de
adultos, aumentando la longevidad. También la préctica de ejercicio fisico
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moderado realiza el mismo efecto, al igual que otros factores de estilo de
vida. El sistema inmunitario, dada su necesidad de producir compuestos oxi-
dantes e inflamatorios para llevar a cabo su funcién defensiva, puede ser en
gran parte responsable, si no estd bien regulado, del estrés oxidativo créni-
co que experimenta el organismo con el envejecimiento. De hecho, el «re-
juvenecimiento» de la funcionalidad del sistema inmunitario parece conlle-
var una mejor salud y mayor esperanza de vida.

EL PROCESO DE ENVEJECIMIENTO

Para poder comprender el papel del sistema inmunitario en el proceso de en-
vejecimiento tendremos primero que conocer en qué consiste ese proceso. Ac-
tualmente, el envejecimiento, en el caso del ser humano, estd resultando ser un
problema en los paises «desarrollados». Esto se debe a que en ellos los avan-
ces alcanzados en el dmbito sanitario y social estdn permitiendo aumentar nues-
tra esperanza de vida media, la cual es actualmente en Espaiia de unos 82,5 afios
en las mujeres y de unos 75,3 en los hombres, cifras que, l6gicamente varian
segtin el pais considerado (1). Esta longevidad media representa la media de
afnos que viven los individuos de una poblacién, y depende, prioritariamente, de
factores de estilo de vida. Dado que empezamos a envejecer una vez que he-
mos alcanzado nuestra edad reproductora, los 18-20 afios, el periodo de nuestra
vida en el que estamos envejeciendo es el mds largo de nuestra existencia. Como
indicé muy acertadamente Droescher «sdlo se puede estar en dos momentos:
creciendo o envejeciendo». El proceso de envejecimiento culmina al cumplirse
el tiempo que representa la esperanza de vida médxima o longevidad méaxima,
esto es, la edad médxima alcanzable por los individuos pertenecientes a una es-
pecie concreta, hecho que viene determinado genéticamente. Como miembros
de la especie Homo sapiens sapiens podemos llegar a los mds o menos 120 afios
que ya indicaba el Génesis podria vivir el hombre. Por ejemplo, el récord de
longevidad registrado en el ser humano lo tiene Jeanne Louise Calmet que na-
cié en Arlés (Francia) en 1875 y muri6é en 1997, esto es, vivid 122 afios. Asi,
los avances sanitarios y un adecuado estilo de vida, pueden permitirnos una ma-
yor longevidad media, pero no nos hardn superar mucho esos 120 afos, algo
sOlo posible en un todavia lejano futuro si se pudieran manipular los genes de
una forma apropiada.

No es fécil definir el envejecimiento, de hecho, hay numerosas definiciones,
pero en todas se recoge la misma idea: “cambios que se van sucediendo en nues-
tras células y tejidos con el paso del tiempo, los cuales suponen una pérdida pro-
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gresiva de rendimiento y una incapacidad para mantener la homeostasis (ese equi-
librio funcional que nos permite responder adecuadamente a las modificaciones de
nuestro organismo frente a estimulos internos y externos)”. Todo ello, hace au-
mentar el riesgo de enfermedades y de muerte. Shock (2) lo defini6 como «una
pérdida progresiva de rendimiento, de homeostasis y de resistencia a los estreses
medioambientales». El envejecimiento es pues un proceso biolgico que presentan
todos los organismos multicelulares, incluso en un medio ambiente 6ptimo. Este
proceso estd caracterizado, segin indicé el eminente gerontélogo Strehler (3), por
ser universal (ya que tiene lugar en todos los individuos), por ser endégeno o in-
trinseco (pues las causas del proceso tienen un origen interno), por ser progresivo
(dichas causas estan presentes a lo largo de toda la vida), y por resultar deletéreo
(tiene un acusado cardcter perjudicial para el individuo). Es posible que de esas
cuatro caracteristicas las que mas puedan ayudar a entender el proceso de enveje-
cimiento sean las de que es «progresivo» y «enddgeno». Este caracter endégeno
explica el hecho de que las especies animales tengan una esperanza de vida maxi-
ma muy diferente, aunque vivan en ambientes y condiciones muy parecidas, pues,
como antes se ha comentado, en la longevidad maxima los genes son determinan-
tes. Sin embargo, en la longevidad media de un individuo de una especie, como
sucede en el ser humano, los factores ambientales y de estilo de vida influyen de-
cisivamente. De hecho, si los genes pueden participan en un 25% de esa longevi-
dad media, el estilo de vida puede llegar a hacerlo en un 75%

En el envejecimiento hay cambios bioquimicos, morfoldgicos, fisioldgicos y
conductuales, pero es posiblemente la perspectiva fisiolégica la que mejor defina
las alteraciones que se manifiestan al envejecer. Con el paso del tiempo se van
dando pérdidas y deterioros en practicamente todos los érganos y sistemas, bien
de tipo primario o secundarias a otras alteraciones, aunque el ritmo al que tienen
lugar los cambios depende de cada tipo celular, siendo una caracteristica del en-
vejecimiento la menor capacidad, de cualquier sistema, para responder a los es-
fuerzos. De hecho, los tres sistemas reguladores que tenemos y que mantienen
nuestra homeostasis, el sistema nervioso, el endocrino y el inmunitario, se dete-
rioran con la edad por lo que se responde peor a las variaciones del medio inter-
no y externo. Este aspecto se comentard en mayor detalle mds adelante.

TEORIAS DEL ENVEJECIMIENTO

Para poder entender el proceso de envejecimiento hay que encontrar res-
puestas apropiadas a tres preguntas sobre el mismo: ;como se envejece?; ;don-
de se inicia y desarrolla el proceso de envejecimiento?; ;por qué tiene lugar este

195



Monica DE LA FUENTE DEL REY

proceso?. Preguntas no siempre bien planteadas ni contestadas. El analisis de
los mecanismos que determinan la duracién de la vida de los animales, inclui-
do el ser humano, se inicia cuando el desarrollo de las ciencias experimentales
permite abordar adecuadamente esta cuestion, hecho que sucede en el siglo XIX.
A lo largo de todo este tiempo, el acercamiento de los cientificos al problema
que supone conocer las causas del envejecimiento ha sido en muchas ocasones
parcial y subjetivo. Asi, cada investigador se ha centrado y aislado en su cam-
po de conocimiento, obviando una vision integradora y que supusiera la coope-
racién con otras dreas cientificas. Por ello, no es de extrafiar que cuando en 1990
Medvedev (4) se puso a recopilar las teorias existentes hasta ese momento so-
bre el envejecimiento, le salieran cerca de 300. Es evidente que el envejeci-
miento es multifactorial, que tiene lugar a todos los niveles de organizacién bio-
l6gica (desde los genes hasta las células, los tejidos, los sistemas y el organismo
completo), pero esto no justifica que se hayan emitido un niimero tan elevado
de teorias. No obstante, actualmente, muchas de ellas ya sélo tienen valor his-
térico. Un hecho importante y que ha ayudado a entender el envejecimiento hu-
mano es la comprobaciéon de que los mecanismos celulares fundamentales del
mismo son similares en todas las especies animales, por lo que lo observado en
los animales de experimentacion se puede extrapolar, con todas las reservas ne-
cesarias, a la especie humana.

Hacer una relacién de todas las casi 300 teorias que hay sobre el envejeci-
miento resultaria pesado e inutil. No obstante, se pueden establecer clasifica-
ciones, que también son algo diferentes segun el autor que las realice, de todas
esas teorfas. Una bastante clara es la que agrupa las teorias més relevantes en
dos grandes apartados. En uno de ellos, el que se ha denominado de «Teorias
deterministas», se pueden incluir todas las que consideran a los genes como tni-
cos responsables del envejecimiento. Este proceso estaria, para dichas teorias,
genéticamente programado. En el otro gran grupo, el de las «Teorias estocésti-
cas» 0 «epigenéticas», quedan incluidas todas las que teniendo en cuenta la par-
ticipacion de los genes otorgan también un papel relevante a los factores am-
bientales. En este grupo se habla de acumulacién progresiva y estocdstica de
dafios irreversibles para entender el envejecimiento.

Teorias deterministas del envejecimiento
Entre las teorfas que se pueden incluir en este grupo es muy conocida, por

ejemplo, la del limite mitético de Hayflick (5,6). Segun esta teoria las células
tendrian un reloj endégeno que marcaria el nimero de divisiones que son ca-
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paces de tener in vitro. Asi, los fibroblastos de embriones humanos pierden su
capacidad mitética tras 50 divisiones, nimero que depende de la edad del suje-
to de procedencia de esas células, siendo menores a medida que el mismo tie-
ne mayor edad. Por otra parte, la capacidad replicativa de estos fibroblastos in
vitro se relaciona directamente con la longevidad de la especie de procedencia,
siendo mayor en los fibroblastos de tortuga que en los de humanos y en estos
mayores que en el los de pollo o ratén. La hipdtesis inicial mantenia que la pér-
dida de capacidad mitética equivalia a envejecimiento celular,y este error difi-
culté el llegar a definir mecanismos de envejecimiento celular que tuviesen una
aplicacion in vivo. Es dificil explicar en base a ese limite mitético el envejeci-
miento de nuestras neuronas o el de nuestras espermatogonias, dada la escasa o
nula divisién que experimentan las primeras y la que siguen teniendo las se-
gundas en individuos muy viejos. Como concluye el prestigioso gerontolélogo
Bernard L. Strehler (7): «No existe ninguna razon para creer que el envejeci-
miento clonal o pérdida de capacidad mitotica es causa importante del enveje-
cimiento del organismo ni de sus importantes poblaciones de células germina-
les, tales como las que proporcionan su capacidad regeneradora a la piel, el
intestino y la médula osea». Se podria aceptar que las células en cultivo expe-
rimenten una diferenciacién terminal in vitro semejante a la que se observa en
muchos tipos de células in vivo, como las hematopoyéticas o los mioblastos. Esa
diferenciacion irreversible supondria el fin de la capacidad de divisién, por lo
que esos experimentos in vitro de senescencia de las células estarfan realmente
investigando mecanismos de diferenciacién celular, como ya indicé Miquel (8).

Los mismos inconvenientes apuntados para la teoria del limite mitético de Hay-
flick tiene la tan renombrada teoria de los telémeros y la telomerasa. Segtin Olov-
nikov (9), el acortamiento en cada division celular de los extremos de los cromo-
somas —los telomeros— estaria relacionado con la tasa de envejecimiento, de
manera que el fin de la divisién celular se produciria cuando se llegara al total
acortamiento de los mismos. Basandose en ese hecho, la administracion de la te-
lomerasa, la enzima encargada de reponer los telémeros, permitiria preservar la
capacidad mitética celular. De hecho, el mantenimiento de una actividad telome-
rasica alta durante el periodo embrionario-fetal garantizaria el crecimiento celular
durante el desarrollo. La pérdida de actividad telomerdsica desencadenaria un acor-
tamiento telomérico, el cual lleva a la senescencia replicativa, es decir, a la para-
da celular. Asi, manteniendo telémeros de tamafio constante se preserva la capa-
cidad mitdtica in vitro, de acuerdo con el hecho de que, si se introduce telomerasa
en fibroblastos humanos mantenidos en cultivo, aumenta la longevidad de dichos
cultivos (10). En una revision Goyns (11) resume de la siguiente manera el papel
de la telomerasa y los teldmeros en los diversos tipos celulares que forman los te-
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jidos de los metazoos: A) En las células postmitdticas (de escasa o nula prolife-
racion), los telémeros no se acortan significativamente durante la vida del animal.
B) Las células germinales (que proliferan muy frecuentemente) muestran una gran
actividad de la telomerasa, lo que asegura la preservacion de su capacidad mito-
tica. C) Los fibroblastos, las células epiteliales y otras células intermitoticas (que
experimentan un nimero relativamente escaso de divisiones a lo largo de la vida
en el organismo adulto) carecen de telomerasa, probablemente porque no la ne-
cesitan, ya que no llegan a agotar su capacidad mitdtica in vivo. A pesar de lo in-
dicado, se ha podido comprobar que el acortamiento del telémero puede estar aso-
ciado también a una pérdida de la funcién telomérica, independiente de la pérdida
de la actividad telomerasa. De hecho, se ha observado que el acortamiento telo-
mérico podria deberse a lesiones en una sola cadena de ADN, las cuales pueden
ser producidas por radicales libres de oxigeno, independientemente del acorta-
miento por replicacion celular (12). En resumen, se puede decir que resulta evi-
dente el interés de los telémeros y la telomerasa en relacion con los mecanismos,
normales y patolégicos, de la mitosis y diferenciacion celular, pero, como indica-
ra Carlson y Riley (13), «no hay pruebas de que las relaciones entre los telome-
ros y la mortalidad in vitro de las células en cultivo sean relevantes para com-
prender el envejecimiento del organismo, pues los mamiferos no mueren como
resultado del agotamiento de su potencial mitotico».

Todas estas teorias, que son muy utiles para entender la senescencia celular
replicativa, no han permitido dar respuesta a la pregunta de como envejecemos,
y en ocasiones han impedido llegar a dicha respuesta. Es evidente que la dura-
ciéon méxima de la vida, que varia considerablemente entre las diferentes espe-
cies, tiene una base genética, y que incluso dentro de una misma especie pue-
de haber grandes diferencias, genéticamente controladas, en esa longevidad (14),
pero se ha comprobado que s6lo un 1,8 % de los genes investigados muestran
cambios en su expresién durante el envejecimiento (15). Ademds, como se ha
puesto de manifiesto recientemente, los genes no controlan el proceso de enve-
jecimiento de forma directa, lo hacen indirectamente a través de multiples me-
canismos protectores o destructores de la organizacién bioldgica inicial del or-
ganismo adulto (16). Aunque seleccionando mutantes, fundamentalmente en el
nematodo C. elegans, se han conseguido algunos con una longevidad mayor que
la normal, estos muestran otros cambios fenotipicos marcadamente nocivos, o
sea que el aumento de la duracién de la vida se compensa con una disminucion
del rendimiento funcional y la menor capacidad de supervivencia de los ani-
males en su hébitat natural (17). Por ahora, los datos de que se dispone de-
muestran que s6lo con los «gerontogenes», no resulta facil explicar el enveje-
cimiento del ser humano (15).
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Teorias estocasticas del envejecimiento

En el otro gran grupo de teorias sobre el envejecimiento, las estocasticas,
los factores del medio ambiente tienen un papel fundamental en la desorgani-
zacion que ocurre al envejecer. De las teorfas incluidas en este apartado se pue-
den destacar, entre otras, las basadas en el envejecimiento de los sistemas fi-
sioldgicos, dado la demostrada disminucién del rendimiento funcional que tiene
lugar al envejecer. Pero teniendo presente que, como ya se ha indicado, una ca-
racterfistica del envejecimiento es la menor capacidad para mantener la home-
ostasis corporal, han sido los sistemas fisioldgicos que intervienen en su man-
tenimiento, el sistema nervioso, el endocrino o el inmunitario, en los que se ha
focalizado mas el interés. Es evidente que, por importantes que sean estos sis-
temas, su alteracion no puede explicar el proceso de envejecimiento y, como ya
indic6 Hayflick (6), estas teorias carecen de universalidad, pues no todos los or-
ganismos que envejecen tienen complejos sistemas neuroendocrinos o inmuni-
tarios. Ademas, los déficits en estos sistemas al envejecer pueden ser simple-
mente el resultado de las alteraciones bdésicas que se producen en todas las
células viejas. Es un hecho que todos los sistemas envejecen, aunque lo hagan
a diferente velocidad, y por tanto tenemos que distinguir claramente entre cau-
sa y efecto del envejecimiento.

Las teorias metabdélicas, que se centran en las alteraciones que el metabo-
lismo experimenta con el paso del tiempo, constituyen también otro grupo re-
levante de teorfas de envejecimiento. Por ejemplo, la teoria de la «Acumulacién
de productos de desecho» se basa en el hecho de que todas las células postmi-
toticas van acumulando con el tiempo productos del metabolismo que no pue-
den ser renovados. De entre esos productos el mds caracteristico corresponde a
los granulos de lipofuscina, perfectamente visibles al microscopio 6ptico en el
interior de las células de animales viejos. Tales granulos estdn compuestos de
lipidos y proteinas en alto grado de degradacidn, son insolubles y probablemente
oxidados. Han sido denominados «pigmentos de envejecimiento» y parecen pro-
venir de lisosomas o de mitocondrias destruidas, no resultando dafiinos para la
célula, en contra de lo que se crefa en un principio. Esto indica que mds que
una causa de envejecimiento, los granulos de lipofuscina podria ser un buen
marcador del mismo. Otra teoria relevante dentro de las metabdlicas es la del
«rate-of-living» de Pearl (18). Segtin ésta la longevidad médxima de las distintas
especies animales es inversamente proporcional a la disipacién de energia o me-
tabolismo basal caracteristicos de cada especie. Esta teoria se relaciona con un
factor ambiental importante, como es la temperatura, y también con la nutricién,
ademads de con el oxigeno (que se comentard con mayor detalle mds adelante).
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En este contexto puede incluirse también la teoria de la «restriccién caldrica»,
segln la cual esa reduccién permite un aumento de la esperanza de vida, tanto
de la media como de la maxima. Este hecho demostrado desde los trabajos de
McCay y colaboradores (19), ha seguido siendo comprobado por toda una se-
rie de investigadores (20). Actualmente se tiene ya un abundante ctimulo de da-
tos, aportados por todos ellos, favorables a esta teoria. No obstante, a la luz de
una revision critica se comprende como el efecto que ejerce sobre la esperanza
de vida media es entendible al incidir en un menor metabolismo y ser su efec-
to una consecuencia légica de la teoria oxidativa que luego se comentard. Res-
pecto a la incidencia en la esperanza de vida médxima, los experimentos pueden
ser cuestionados por cuanto se utilizan especies experimentales en cautividad
que normalmente ingieren un exceso de alimento energético. Por ello, posible-
mente lo que permita la restriccion es crear una situacién mas parecida a la que
tienen esos animales en su estado natural.

En este grupo de teorias epigenéticas o estocdsticas habria que incluir la que
se ha demostrado mds util para explicar a todos los niveles de organizacion el
proceso de envejecimiento: «la teoria de los radicales libres o de la oxida-
cién». En la actualidad ya es popularmente conocido que envejecemos porque
nos oxidamos, pero como otras teorias, la de los radicales libres ha tenido sus
seguidores y sus detractores. Rebeca Gerschman (21) y, de forma mads clara-
mente aceptada, Denham Harman (22), trabajando independientemente, publi-
caron en las décadas de los cincuenta y los sesenta una serie de trabajos en los
que se indicaba la implicacién de los radicales libres de oxigeno en el enveje-
cimiento celular. Los radicales libres, especies quimicas derivadas del oxigeno
que pueden existir independientemente y que contienen uno o mas electrones
desapareados, son producidos continuamente en el metabolismo celular como
consecuencia de la inevitable utilizacién del oxigeno. Dada la gran reactividad
de estas especies quimicas, al intentar aparear el electron que tienen desapare-
ado toméndolo de otra molécula cercana, reaccionan con todo tipo de biomolé-
culas: lipidos, proteinas, glicidos y dcidos nucleicos (Figura 1). Este hecho su-
pone la alteracion de dichas moléculas y, consecuentemente, la pérdida de su
funcionalidad y, con ella, de la funcién celular. De este modo, la teoria de los
radicales libres nos da la base para saber cémo se produce el proceso de enve-
jecimiento. El conocer dénde se inicia ese proceso requiere un perfilamiento de
la teoria anterior, hecho que se llevé a cabo en primer lugar por Harman (23) y
posteriormente por Miquel (24) y Barja (25), dando paso a lo que se conoce
como la «teorfa mitocondrial del envejecimiento». Si Harman apunt6 la impli-
cacion de la mitocondria (organela en la que tiene lugar la mayor produccién
de radicales libres de oxigeno, al ser la localizacién de la respiracion celular)
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Teoria de los Radicales Libres
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Ficura 1. La respiracion celular en las mitocondrias o el funcionamiento inmunitario producen
radicales libres de oxigeno. El primero de los cuales es el anion superoxido (O, ), el cual se trans-
forma en peroxido de hidrégeno (H,0,) que puede pasar a agua o a un radical muy daiiino, el
hidroxilo (OH ), SOD: Superoxido dismutasa. CAT: catalasa; GSH: glutation reducido.
GSSG: glutation oxidado, GPx: glutation peroxidasa, GR: glutation reductosa

como primera diana de los radicales libres, Miquel focaliza el proceso en el ge-
noma mitocondrial y en las células diferenciadas (con escasa o nula capacidad
para dividirse y, consecuentemente, para regenerar las mitocondrias dafiadas). El
envejecimiento quedaba ligado, de forma prioritaria, al dafio oxidativo que los
radicales producen en el genoma mitocondrial, lo que supone una desorganiza-
cion progresiva de estas organelas, hecho que es mas apreciable cuando las mis-
mas no pueden regenerarse por division celular al carecer la célula de mitosis
por ser una célula diferenciada. Esto supone una pérdida de la capacidad de sin-
tesis de ATP que se genera en las mitocondrias y que proporciona la capacidad
bioenergética celular. De este modo, como indicard Miquel (24), con el paso del
tiempo, esas células irfan perdiendo rendimiento y resistencia al estrés, lo que
sustenta la base del deterioro funcional que se produce al envejecer. Mds re-
cientemente, Barja (25) ha completado este panorama al comprobar que la tasa
de generacion de radicales de oxigeno en las mitocondrias (la fuga de radicales
libres que no es otra cosa que el porcentaje de electrones que se «escapan» de
la cadena de transporte reduciendo incompletamente el oxigeno) es mds baja en
los animales con elevadas esperanzas médximas de vida, siendo esta la causa pri-
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mera de esas diferentes longevidades en las diversas especies. Ese hecho se com-
plementa en los animales mas longevos con un consecuente menor dafio oxida-
tivo en sus biomoléculas, fundamentalmente en el ADN mitocondrial (26). Tam-
bién, como otra derivacion de la teoria de los radicales libres, una serie de
investigaciones han indicado que el grado de instauracion de los dcidos grasos
de las membranas (celulares y mitocondriales) correlaciona negativamente con
la longevidad médxima tanto en las aves como en los mamiferos (27), lo que
dada la gran sensibilidad de los dobles enlaces al estrés oxidativo, explicaria la
correlacion negativa que también se ha encontrado entre la peroxidacion lipidi-
ca y la longevidad médxima. Asi, como han indicado Vijg y Miiller (28): «La te-
oria gerontologica de los radicales libres propuesta por Harman en 1956 aiin
ofrece la explicacion mds atractiva de un mecanismo general responsable del
envejecimiento».

De este modo esa fuga de radicales que media la oxidacién parece estar en
la base tanto de la distinta esperanza de vida mixima de los animales de dife-
rentes especies como en la longevidad media o esperanza de vida media de los
individuos de una especie. Ya en este contexto, que es el que mds nos interesa
a nivel personal, el poder conocer lo que determina que podamos acercarnos en
buenas condiciones de salud a la edad de vida médxima que corresponde a la es-
pecie a la que se pertenece, es necesario resaltar que los radicales libres, en de-
terminadas concentraciones, son necesarios para muchos procesos fisiolégicos
al ser importantes sefializadores intracelulares (29). Por tanto, el funcionamien-
to de nuestro organismo se basa en un perfecto equilibrio entre los niveles de
tales radicales que producimos (o mejor, utilizando el término mds amplio de
«especies reactivas de oxigeno», ROS, siguiendo las siglas inglesas, esto es, to-
das las moléculas derivadas del oxigeno que contienen grupos reactivos aunque
no se acojan a la definicién indicada para un radical libre) y los de defensas an-
tioxidantes de que dispongamos para neutralizarlos (Figura 1). Es la pérdida de
este equilibrio, por un exceso en la produccién de los primeros o por una me-
nor disponibilidad o control de los segundos, lo que lleva a lo que se denomi-
na: estrés oxidativo, y que es lo que subyace a la enfermedad y a la velocidad
de envejecimiento (Figura 2). En el organismo, al envejecer, tiene lugar unos
mayores niveles de ROS y menor presencia y accién de las defensas antioxi-
dantes, siendo esta situacion de estrés oxidativo lo que lleva al dafio en las bio-
moléculas y a la consecuente falta de funcién celular.

Sin embargo, esta teoria, tal cual fue enunciada, aunque nos aproxima a en-
tender cémo se envejece (por oxidacion) y dénde se inicia el proceso (en el ADN
mitocondrial de las células diferenciadas), no indica el porqué tiene lugar el pro-
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Figura 2. Con el envejecimiento aparece un desequilibrio entre los niveles de oxidantes
y antioxidantes, con aumento de los primeros ylo disminucion de los segundos, ddndose
lo que se denomina un «estrés oxidativo».

ceso de envejecimiento. Asi, no es capaz de dar respuesta a la pregunta: ;por qué
las células de los metazoos, a diferencia de ciertos organismos unicelulares que
no muestran envejecimiento en un medio dptimo, son incapaces de contrarrestar
la involucidn senil causada por los radicales libres?. Tampoco esa teoria puede
aclarar el por qué surgieron en el curso de la evolucién bioldgica células destina-
das a envejecer. Dada la complejidad del envejecimiento, ninguna teoria aislada
puede ofrecer una explicacion satisfactoria de todos sus aspectos. Tenemos que
recurrir a integrar la teorfa oxidativa con otras emitidas anteriormente y otras pos-
teriores para terminar de responder a las preguntas enunciadas y entender ade-
cuadamente el porqué del proceso de envejecimiento. Para ello, es conveniente
tener en cuenta una serie de teorias evolutivas sobre el mismo.

Teorias evolutivas del envejecimiento

Entre las teorias que se acogen a la denominacion de evolutivas y que son las que
teorizan sobre por qué cada especie animal tiene una determinada esperanza de vida
méxima o velocidad de envejecimiento, en lugar de abordar el cémo tiene lugar el
mismo, se pueden comentar algunas de las mas curiosas. Es posible nombrar aqui la
que relacionaba el peso del cuerpo del animal con su longevidad. Aunque en muchas
ocasiones a mds peso se asociaba mayor longevidad, este hecho no se cumplia en to-
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dos los casos. Asi, un elefante puede alcanzar los 70-80 afios y un hipopétamo, con
un peso parecido, no llega a los 20. Por ello, se perfilo la teorfa, concretdndose en ver-
tebrados a la relacion entre el peso del cerebro y el peso promedio del animal. Frie-
denthal establecié en 1910 que una especie vive tanto mds cuanto mayor sea su ex-
ceso de peso cerebral respecto del corporal. Esto ha resultado ser correcto en las setenta
y tres especies de mamiferos que fueron estudiadas como base de la proposicién de
la idea. No deja de ser interesante que la tendencia de los mamiferos durante la evo-
lucién hacia cerebros cada vez mas grandes, haya ido acompaiada de la tendencia de
dichos animales a ser cada vez mds longevos. Esto tiene mayor fuerza en el caso de
los primates, como sefialé Dani (30). Sin embargo, el hombre, en el que realmente su
longevidad ha aumentado al desarrollar més su cerebro en su historia evolutiva, al me-
nos en la ultima parte de la misma, tiene una longevidad maxima superior a la que se
deduce de la simple aplicacion de esa férmula. Una de las teorias evolutivas con mas
interés puede ser la que nos habla de la distribucién de energia entre esfuerzo repro-
ductor y mantenimiento de los 6rganos corporales, ya que se ha comprobado existe
una relacién inversa entre potencial reproductor y longevidad. Esto, que serd comen-
tado mas adelante, nos pone de manifiesto el hecho de que los animales que mds se
reproducen viven menos y los que tienen menor capacidad reproductiva manifiestan
mayor longevidad méaxima. Otra teoria, la de la «Presién de predacién» desarrollada
por Austad (31), hace referencia a la relacién inversa que se ha detectado existe entre
la posibilidad de que una especie pueda ser atacada por depredadores y su longevi-
dad. Si una especie sufre pocos ataques mortales por parte de depredadores, la selec-
cién natural actuaria haciendo que pudiese tener mayor longevidad. Pero estas teori-
as se han cuestionado desde la perspectiva de las denominadas «pleiotropicas», las
cuales hacen ver que la longevidad no puede ser seleccionada pues como pueden tras-
mitirse los genes para aumentar la longevidad entre las generaciones, si los individuos
viejos se reproducen en menor grado que los jévenes. Ya indicé Willians en 1957 (32)
«Los mds longevos no pasan mds genes que los menos longevos». El envejecimien-
to, como luego se comentard en mayor extension, es consecuencia de caracteres se-
leccionados en la evolucién por ser ventajosos para los jévenes, lo que les permite lle-
gar al momento de la reproduccién y perpetuar la especie, aunque fuesen luego esos
mismos caracteres desventajosos para los viejos. Parece evidente que la seleccion ac-
tia antes de la edad adulta.

TEORIA INTEGRADORA DEL ENVEJECIMIENTO
El proceso de envejecimiento es complejo. Por ello, es evidente que ningu-

na teorfa aislada, basada en un mecanismo dnico, ofrece una explicacién satis-
factoria sobre las causas moleculares y celulares de ese proceso. Por este moti-
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vo hay que plantear una integracion de diversas teorfas siguiendo las recomen-
daciones de Medvedev (4): «Una teoria moderna del envejecimiento debe ex-
plicar no solo por qué los organismos envejecen y mueren con el paso del tiem-
po, sino también las diferencias causadas por la evolucion y la razon de que
los procesos de envejecimiento muestren un ritmo tan distinto en diferentes es-
pecies, tejidos, organos y células». Ademas, es necesario que la teoria que se
plantee explique las bases bioquimicas de las diferencias entre los organismos
jovenes y viejos, la distinta longevidad de las especies y el mecanismo de cémo
determinados agentes acortan o aumentan la vida media. Vijg y Miiller (28) han
comentado: «algunas hipotesis antiguas emitidas en los comienzos de la ge-
rontologia bioldgica hicieron posible la gran revolucion cientifica en nuestra
comprension del envejecimiento que ahora presenciamos».

Ya en 1891 Weissman reflexiond sobre las diferencias entre células que
muestran una longevidad ilimitada, como es el caso de las germinales, y otras
que envejecen, como las somadticas. Este geront6logo apunté que la causa del
envejecimiento fue la division del trabajo que acometieron las células de los
organismos pluricelulares. Las células somadticas, que superaron en nimero a
las reproductoras, se distribuyeron los diferentes trabajos del organismo creédn-
dose asi sistemas de tejidos claramente diferenciados. De este modo se perdid
el poder regenerativo de partes considerables del organismo, centrdndose en las
células sexuales la capacidad de reproducir el organismo entero. Igualmente
Minot (33) propuso que el envejecimiento es el «precio pagado por la dife-
renciacion celular»,y Pearl anadié que envejecer es efecto secundario del me-
tabolismo (18). Asi, si se retoman conceptos cldsicos como los de Weissman,
Minot y Pearl (recogidos en la Tabla I), y se atinan con los de Willians y con
las hipétesis comentadas del estrés oxidativo y la vulnerabilidad del genoma
mitocondrial, se podria llegar a la conclusién de que el envejecimiento deriva-
ria de la diferenciacién celular, ligada a la aparicion de mitocondrias con muy
altos niveles de consumo de oxigeno, y la alteracién progresiva de estas orga-
nelas a través del dano en su ADN que antes se ha comentado. Al planteamiento
hecho por Williams (32) «después del hecho milagroso de la morfogénesis, un
metazoo complejo es incapaz de realizar la tarea aparentemente mds fdcil de
preservar lo que ya estd formado», se puede indicar como posible causa de esa
paradoja el que el objetivo prioritario de la evolucion no es la longevidad in-
dividual, sino la supervivencia de la especie, que en los animales se asegura a
través de la reproduccién sexual. Esta idea ha sido tratada con gran amplitud
por Klarsfeld y Revah en su libro «The Biology of Death»(34), en el que in-
dican como la muerte del individuo es necesaria para rejuvenecer la especie, y
como esa muerte y la reproduccién sexual estdn necesariamente unidas. Esta
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supervivencia de la especie se consigue, en la evolucion, a través de dos es-
trategias. Una seria la produccién de individuos de desarrollo rdpido y alta fer-
tilidad, como sucede con los insectos, que al mantener un nivel alto de activi-
dad metabélica y funcional tendrian una vida corta. Otra estrategia seguiria la
via opuesta, un desarrollo lento y menor potencial reproductor, y es la que cul-
mina en mamiferos y mds claramente en el hombre y otros primates. Ademas,
estos ultimos animales al tener un metabolismo menos intenso y consecuente-
mente producir menos oxidacion, el ejemplo mads tipico estaria en el hombre
con su baja tasa de produccién de radicales libres mitocondriales, tendrian un
envejecimiento mds enlentecido y una mayor longevidad maxima. De hecho,
otra teoria del envejecimiento, la del «disposible soma» o del «soma desecha-
ble», emitida de forma mas clara por Kirkwood y Holliday (35), indica que la
longevidad de las distintas especies animales depende de un equilibrio entre su
capacidad reproductora y la eficacia de sus mecanismos de mantenimiento y
reparacion de las células diferenciadas del soma, destinadas a «desecharse»,
una vez que se ha asegurado la supervivencia de la especie a través de la re-
produccion. Se hace evidente que lo que nos permite tener mds capacidad fun-
cional en la edad reproductiva, como es la utilizacion del oxigeno para la ob-
tencién de energia en nuestras células, es lo que mds directamente causa el
deterioro y la muerte tras ese periodo de la vida del individuo. Asi, segin Wi-
lliams (32), el envejecimiento seria consecuencia de los efectos secundarios del
producto de genes que serian beneficiosos para conseguir el maximo rendi-
miento funcional en la edad de la reproduccién, pero que resultarian nocivos
después. Por tanto, un organismo podria tener unos genes que permitieran au-
mentar su capacidad de supervivencia mientras fuera apto para la reproduccién,
esto es, cuando fuera joven, y que permitieran la exterminacién del mismo cuan-
do dejara de serlo. Son las necesidades de mantenimiento de la especie y no
las del individuo las que imperan bioldgicamente. Esa idea, que recoge Medi-
na en su libro «El reloj de la edad» (36), también fue desarrollada por Meda-
war, quien destaco la poca importancia que tiene el que un desastre «golpee»
a un individuo que ya ha dejado atras su edad adecuada para reproducirse. De
hecho ya apunté cémo en la naturaleza no tiene interés alargar la longevidad,
diciendo textualmente: «La muerte por envejecimiento ocurre tan tarde, com-
parado con lo que sucede por accidente, predacion, falta de alimento, etc, en
el medio natural, que el retrasar el envejecimiento tendria un impacto minimo
para la supervivencia de la especie». Siguiendo el razonamiento apuntado y
simplificando mucho, se podria indicar que el por qué tiene lugar el envejeci-
miento, seria la consecuencia de mantener una adecuada actividad vital que
permita la reproduccion y el mantenimiento de la especie.
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TasLa 1. Teorias «cldsicas» y modernas que intentan explicar el proceso de envejecimiento
a diversos niveles de organizacion biologica y que son la base de la teoria integradora
del envejecimiento

Autor Afio de publicacion Concepto clave/causa del envejecimiento

WEISSMAN 1891 Divisién del trabajo fisiol6gico entre células germinales
(inmortales) y somadticas (que envejecen).

MINOT 1907  Envejecer es el precio por la diferenciacion.

PEARL 1928  Envejecer es efecto secundario del metabolismo.
HARMAN 1956  Lesiones causadas por los radicales libres de oxigeno.
WILLIAMS 1957  Efectos secundarios de genes beneficiosos para el mdximo

rendimiento funcional en la edad de reproduccién y noci-
vos después.

GERSCHMAN 1962  Efecto de la toxicidad del oxigeno, por insuficiencia de las
defensas antioxidantes.

HAYFLICK 1965  Agotamiento de la capacidad mitdtica.

MIQUEL 1980  Pérdida progresiva de mitocondrias por el estrés oxidativo
en las células diferenciadas postmitéticas.

Por lo indicado, no parece probable que el envejecimiento esté directamen-
te controlado por los genes. Si bien las células forman los tejidos somaticos y
funcionan como consecuencia de un programa genéticamente controlado que lle-
va a los diferentes estadios de diferenciacion celular, la posterior desorganiza-
cién que constituye el envejecimiento parece ser mas un efecto secundario, no
programado, del alto grado de estrés oxidativo en las células diferenciadas.

LA EDAD BIOLOGICA

Un hecho que es evidente en ese progresivo proceso que es el envejecimiento,
es su enorme heterogeneidad. El envejecimiento se asocia con una gran variedad de
alteraciones a todos los niveles de organizacion bioldgica, que van afectando de for-
ma diferente a los diversos sistemas de cada individuo y a los distintos individuos
de una especie. Por tanto, no sélo hay una distinta tasa o velocidad de envejeci-
miento en los 6rganos y sistemas de nuestro organismo, también se aprecia una di-
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ferente celeridad en los cambios fisioldgicos que acompaiian al paso del tiempo en
cada uno de los miembros de una poblacién con la misma edad cronoldgica. Asi,
se hace evidente que el «tiempo bioldgico» que se manifiesta en los organismos no
siempre coincide con el «tiempo cronolégico» que miden los relojes, no tiene lugar
al mismo ritmo. Este hecho se empez6 a estudiar en los afios cincuenta del pasado
siglo, y fue en principio introducido por las compaiiias de seguros de EEUU. Mac-
Farland en 1953 (37) estableci6 el término de «Edad funcional», utilizando este con-
cepto en los pilotos de las lineas aéreas para decidir la edad de jubilacién. La OMS
aceptd esa idea en 1963 como criterio de jubilacion, al encontrar que la edad fun-
cional era mds equitativa para ello que la edad cronoldgica. El concepto de «edad
bioldgica» fue desarrollado por Confort en 1969 (38), siendo mds amplio que el de
«edad funcional» al incluir no sélo pardmetros funcionales, también no funcionales.
A lo largo de los afios setenta, una serie de estudios, algunos llevados a cabo con
un gran nimero de individuos y de forma longitudinal, van a ir acreditando el va-
lor predictivo de la «edad biolégica» como indicador de longevidad (39). Este tema
se sigue en los afos ochenta y noventa con otra serie de estudios como el de Ha-
wai dirigido por Befonte y colaboradores o el llevado a cabo por Miquel y colabo-
radores en Espafia. Estos ultimos establecieron un ttil «Biograma» o «Gerogra-
ma»para detectar esa edad bioldgica en nuestro pais (40). Para determinar esa «edad
biolégica» es necesario la utilizacion de «biomarcadores», los cuales son una serie
de pardmetros bioquimicos, fisiolgicos y psicoldgicos que cambian con la edad y
que pueden ser sometidos a andlisis estadisticos para poner de manifiesto las rela-
ciones entre edad bioldgica, edad cronoldgica, pérdida de salud y expectativas de
longevidad. La investigacién mds exhaustiva al respecto ha sido la de Borkan y Nor-
ris (39), realizada en mas de mil varones participantes en el estudio de envejeci-
miento humano del Centro Gerontoldgico de Baltimore. Este estudio demostr6 que
no se puede hablar de una edad bioldgica integrada para un individuo, ya que cada
sistema fisiol6gico puede tener su determinada «edad biolégica», diferente de la de
los otros sistemas. No obstante, la presencia de ciertos pardmetros «mds envejeci-
dos», entre los que se incluian los de capacidad respiratoria, tension arterial y tiem-
po de reaccién en pruebas psicoldgicas, que los de la mayoria de las personas de su
misma edad cronoldgica suponen una tendencia a morir prematuramente. Donde el
andlisis de «edad biolégica» se manifiesta de gran utilidad es para poder conocer la
eficacia de estrategias basadas en el estilo de vida, las cuales van a permitir al ser
humano aumentar su longevidad media y acercarla a la maxima en excelentes con-
diciones de salud. La utilizacién de esos pardmetros que indiquen la auténtica «edad
biolégica» de cada individuo nos permite saber si los tratamientos o cambios en los
estilos de vida han sido eficaces a la hora de conseguir mantener un estado funcio-
nal mds «juvenil».
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LA COMUNICACION NEUROINMUNOENDOCRINA

Como ya se ha comentado anteriormente, los sistemas reguladores que con-
trolan la homeostasis del organismo, el nervioso, el endocrino y el inmunitario,
no trabajan aisladamente, sino que lo hace en connexion. La comunicacion bi-
direccional entre estos sistemas reguladores se confirm¢ cientificamente en los
afios setenta con los trabajos de Besedovsky y sus colaboradores, al observar
como los niveles de glucocorticoides se elevaban durante la respuesta inmuni-
taria produciendo un efecto supresor sobre la misma (41). Posteriormente, éstos
y otros investigadores confirmaron esa conexion (42-44). De este modo se es-
tableci6 que el sistema inmunitario es el receptor de los estimulos que podemos
llamar «no cognoscitivos», esto es, de las infecciones, células malignizadas o
extrafias, que aparecen en el organismo. Este sistema responde a los mismos y
comunica dicha informacion, a través de las citoquinas que produce, al sistema
neuroendocrino con el que asi se conexiona. Por su parte, el sistema neuroen-
docrino es receptor de estimulos «cognitivos», como luz, sonido, situacién de
estrés, etc., a los que responde, y sus mediadores (neurotransmisores y hormo-
nas) llegan al sistema inmunitario informandole de la situacion. De este modo,
poseemos un gran sistema neuroinmunoendocrino que permite el mantenimien-
to de la homeostasis corporal, y por tanto de la salud de los individuos. En este
sistema de integracion las células inmunitarias, por su capacidad de moverse y
llegar a cualquier parte del organismo, constituyen nuestra «mente corporal».
La demostracién cientifica de esa comunicacion, ha permitido comprender, en
base a los datos experimentales, toda una serie de hechos observados en la vida
cotidiana. Es evidente que las situaciones de depresion, estrés emocional o an-
siedad, provocadas por ejemplo por la pérdida de trabajo o de un ser querido,
entre otras, se acompafian de una mayor propension a padecer desde procesos
infecciosos hasta canceres o enfermedades autoinmunes. Esto supone que el sis-
tema inmunitario se encuentra deteriorado y, consecuentemente, como poste-
riormente se comentard en mayor detalle, hay una peor salud y menor longevi-
dad. Por el contrario, situaciones agradables o una «visién optimista» de la vida
nos ayuda a superar enfermedades que tienen una base inmunitaria y, en gene-
ral, a tener mejor salud. Por otra parte, se ha confirmado que alteraciones en el
sistema inmunitario, como puede suceder en un proceso infeccioso grave, mo-
difican la funcionalidad del sistema nervioso pudiendo llegarse, en algunas si-
tuaciones extremas, a estados psicéticos. Hoy se sabe que las células de los tres
sistemas comparten receptores para los mediadores tipicos de los otros y pue-
den sintetizar dichos mediadores. Se ha comprobado que los leucocitos produ-
cen neurotransmisores y hormonas y que las células nerviosas pueden producir
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citoquinas tipicas de los leucocitos. Asi, cualquier incidencia que podamos ejer-
cer en el sistema inmunitario repercutird en los sistemas nervioso y endocrino,
y a la inversa. Es precisamente en el control de las respuestas a las multiples si-
tuaciones de estrés emocional con las que nos enfrentamos en nuestra vida co-
tidiana donde parece tener mayor futuro las investigaciones y las terapias que
se estan llevando a cabo en este contexto. Una inadecuada respuesta al estrés
va a repercutir en una mala salud inmunitaria y, en general, en la de los otros
sistemas fisioldgicos.

EL ENVEJECIMIENTO DEL SISTEMA INMUNITARIO:
LA INMUNOSENESCENCIA

El sistema inmunitario, encargado de reconocer «lo propio» a cada indivi-
duo y en consecuencia eliminar lo que le es extrafio, como los microorganismos
que le invaden y las células que se trasforman continuamente en tumorales, ha
sido establecido como un claro marcador del estado de salud (45). Es un hecho
demostrado que este sistema se deteriora con la edad, tengamos presente que el
mayor porcentaje de muertes en la vejez se debe a procesos infecciosos. Pero
esto no significa que todas las capacidades funcionales de las células inmunita-
rias disminuyan, las hay que se encuentran incluso estimuladas, por lo que se
ha sugerido, como recoge Pawelec y colaboradores (46), que lo que se produ-
ce al envejecer es una «reestructuracion» del sistema inmunitario.

CAMBIOS EN LAS POBLACIONES LEUCOCITARIAS
CON LA EDAD

Uno de los aspectos mejor estudiados de los cambios que experimenta el sis-
tema inmunitario con la edad hace referencia a las variaciones que acontecen
en la composicion de las poblaciones leucocitarias asi como en la expresion de
sus marcadores de superficie.

Los linfocitos T (CD3+) disminuyen en nimero con la edad, debido al pro-
ceso de involucidén timica (46,47). No obstante, no todas las subpoblaciones de
células T experimentan los mismos tipos de cambios al envejecer. La relacién
CD4+/CD8+ disminuye con la edad, y en ambas subpoblaciones las células vir-
genes (CD45RA+) son las que principalmente van disminuyendo, mientras que
aumentan las memoria (CD45RO+) (48). También en estas subpoblaciones se
ha visto una pérdida de expresion del marcador CD28, esencial para la activa-
cién de las células T, siendo, ademads, los linfocitos CD4+CD28- y los
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CD8+CD28- potentes secretores de citoquinas proinflamatorias (49), lo que ha-
ria que al aumentar con la edad se tuviesen mayores niveles de compuestos in-
flamatorios. Al envejecer aparece un desequilibrio entre las subpoblaciones
Th1/Th2 dandose una mayor produccidn de las citoquinas que producen los Th2
como la IL-4, IL-5, I1-6 e IL-8 (y que estdn mas relacionadas con la respuesta
humoral) y una menor de las Th1 como la IL-2, el interferon gamma (IFNYy), la
IL-12 o la IL-15 (46).

Los linfocitos B y sus precursores medulares disminuyen con la edad, a
pesar de que la médula 6sea no involuciona al envejecer como lo hace el
timo. Ademads, las células pre-B muestran una menor capacidad para madu-
rar hacia células B y una elevada susceptibilidad a la apoptosis (50). No obs-
tante, el nimero de células secretoras de anticuerpos parece aumentar con la
edad, especialmente las CD5+ que generan autoanticuerpos (51). De forma
similar a lo que sucede con los linfocitos T, se ha descrito un aumento de de
los linfocitos B memoria y un descenso de los virgenes en sangre periférica
de ancianos (52).

En lo que respecta a los fagocitos, y considerando los mas importantes como
los macrofagos tisulares y los monocitos y neutréfilos de sangre periférica, es-
tos o bien no experimentan modificaciones en su nimero con la edad, como se
ha comprobado para los monocitos, o disminuyen, como se ha indicado para
neutréfilos. Este menor nimero de neutréfilos se ha atribuido tanto a una me-
nor habilidad de la medula 6sea para liberar dichas células al sistema circula-
torio o por deficiencies en los progenitors, tanto en su nimero como en su ca-
pacidad de respuesta proliferative a los factores de crecimiento (53). Respecto
a los macroéfagos, los trabajos al respecto son menos numerosos que en otros
fagocitos y que en linfocitos, pero se ha comprobado que, en ratones, estas cé-
lulas no varian, en nimero, cuando se comparan animales adultos y viejos. No
obstante, la expresion de moléculas de histocompatibilidad tipo II es menor en
los macréfagos de ratones viejos tras estimulacion con interferon gamma (IFNy)
(54). Los cambios en la expresion de moléculas de HLA con la edad se han ob-
servado en los monocitos de sangre periférica humana, en los que se ha apre-
ciado una disminucién de la expresion de HLA-DR y un aumento de HLA-DQ
al envejecer (55).

Las células NK también experimentan cambios con el envejecimiento. Nu-
merosos autores han detectado un aumento de las mismas, con la edad, en san-
gre periférica humana (56), especialmente debido a las NK con baja expresion
de CD56 que son fenotipica y fisiolégicamente maduras. No obstante, en rato-
nes las NK del peritoneo disminuyen con la edad (57).
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CAMBIOS FUNCIONALES EN EL SISTEMA INMUNITARIO
CON LA EDAD

La «remodelacién» que experimenta el sistema inmunitario con el envejeci-
miento se aprecia de forma relevante en la capacidad funcional de sus células. Asf,
hay pardmetros que aumentan, otros disminuyen y otros no se modifican (57-61).

Los linfocitos T son las células mds estudiadas en este sentido y las que ex-
perimentan en mayor medida un deterioro funcional como consecuencia del en-
vejecimiento (46,47). Una serie de factores pueden contribuir a dicho deterio-
ro. Asi, se pueden indicar desde el microambiente timico, los cambios en las
subpoblaciones y en la expresion de moléculas de superficie antes indicados, la
mayor susceptibilidad a la apoptosis o las variaciones en la sefializacién intra-
celular que se generan tras la union de los ligandos a los correspondientes re-
ceptores de las células T. En este sentido se ha comprobado que al envejecer
hay una disminucién en la formacién de inositol trifosfato (IP3) y de diacil gli-
cerol (DAG), asi como diferencias en las isoformas de la fosfolipasa C (PLC)
y de la protein quinasa C (PKC). Una de las funciones mds destacadas de estas
células es su proliferacién en respuesta a un antigeno o expansion clonal. Hay
bastantes investigaciones que demuestran que la capacidad proliferativa de los
linfocitos en respuesta a mitégenos (usados en el laboratorio para mimetizar la
respuesta in vivo a los antigenos) va disminuyendo de forma significativa du-
rante el envejecimiento, tanto en humanos como en animales de experimenta-
cién (57, 59-60). Como paso previo a la proliferacion los linfocitos deben ad-
herirse al endotelio vascular y a los tejidos y migrar al sitio de reconocimiento
antigénico. Para ello debe darse la expresion de moléculas de adhesion, hecho
que aumenta al envejecer (59,60,62). No obstante, la capacidad de migrar hacia
el sitio de reconocimiento antigénico parece disminuir con la edad (59, 60).

Los linfocitos B han sido menos estudiados que los T en cuanto a las alte-
raciones que experimentan con el envejecimiento. Los cambios en las células B
parecen deberse en gran parte a una deficiente colaboracion por parte de las T
(63). Una clara manifestacion del deterioro de la respuesta inmunitaria humoral
al envejecer es la deficiente generacion de anticuerpos especificos en respuesta
a la vacunacion en ancianos (64). La capacidad proliferativa de los linfocitos B,
al igual que pasa con los T, estd disminuida en la vejez (65), pero se ha obser-
vado o una falta de cambios o un aumento de las inmunoglobulinas circulantes,
especialmente de autoanticuerpos (51).

En las células que llevan a cabo una respuesta inmunitaria innata, concreta-
mente en lo que respecta a los fagocitos, hay trabajos que indican que la funcién
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de los mismos estd preservada con la edad, mientras que otros muestran cambios
en casi todas las funciones de estas c€lulas, disminuyendo algunas al envejecer
pero estimulandose otras (59,60, 66-68). En general, los neutréfilos de sangre pe-
riférica manifiestan una mayor adherecia, una menor quimiotaxis y capacidad fa-
gocitica y alteraciones en la actividad microbicida. Asi, se ha descrito una me-
nor desgranulacion de enzimas liticas en respuesta a fMLP en sujetos viejos, pero
la produccién de radicales libres como el anién superéxido puede aparecer au-
mentada, disminuida o sin cambios al avanzar la edad. Los macréfagos disponen
de una gran heterogeneidad, tanto funcional como fenotipica, la cual parece de-
berse en gran medida a su capacidad para adaptarse a los cambios en el micro-
ambiente que les rodea. De hecho, recientemente se ha postulado la hipétesis de
que las alteraciones que experimentan los macréfagos con la edad son el resul-
tado de esas adaptaciones al ambiente tisular que les rodea (69). Dentro de esta
idea se encuentra la indicacién de que el envejecimiento no influye en la mis-
ma medida a macréfagos procedentes de diferentes localizaciones (70). Muchas
de las funciones de estos fagocitos experimentan cambios importantes con el en-
vejecimiento (71). Asi, la capacidad de adherencia de los macréfagos aumenta
con la edad, hecho que se ha relacionado con la mayor expresién de moléculas
de adhesion y con el efecto de ciertas citoquinas proinflamatorias sobre dichas
moléculas y/o con una mayor presencia de ROS (66,71-73). Esta y otras funcio-
nes de los macréfagos, especialmente de los peritoneales, han proporcionado re-
sultados contradictorios. Asi, la adherencia no se ve modificada en algunos es-
tudios mientras la quimiotasis y la fagocitosis se ha comprobado pueden
aumentar, aunque en la mayoria de los estudios se aprecia que disminuyen (66,71-
73). Esas diferencias pueden deberse a muchas causas, entre ellas se pueden ci-
tar las edades que se comparan, la técnica elegida para valorar la funcién o la
cepa de animales en la que se lleve a cabo el estudio (74).

Las alteraciones funcionales de las NK con la edad (75) pueden contribuir a
la mayor incidencia de enfermedades infecciosas y, especialmente, neopldsicas
(76). La actividad citotéxica por célula disminuye claramente en la vejez (57),
lo cual no impide que existan trabajos en los que se indica un aumento de esta
funcion o la ausencia de cambios en la misma. Esa disminucién de la actividad
NK con el envejecimiento, mayoritariamente detectada, podria explicar el au-
mento del nimero de las células NK que se observa al aumentar la edad. La ex-
pansién de células NK podria constituir un mecanismo compensatorio de la me-
nor funcionalidad de las mismas. Sin embargo, las causas de esa menor actividad
NK son atin poco conocidas, no debiéndose ni a una menor unién célula efec-
tora-diana, ni al contenido, distribucién y utilizacion de las perforinas (77). La
funcionalidad de las células NK estd modulada por citoquinas, entre las que des-

213



Monica DE LA FUENTE DEL REY

taca la IL-2, en respuesta a la cual esas células no sélo aumentan su actividad
citotdxica, tambien proliferan y liberan otras citoquinas como IFNY y quimio-
quinas como IL-8 (78). Las variaciones con la edad en las citoquinas, que se
comentard seguidamente, pueden condicionar dicha funcionalidad celular.

Las modificaciones con la edad en las citoquinas que producen y liberan las
diferentes células inmunitarias es también un aspecto interesante que ha sido
ampliamente examinado con el fin de dilucidar posibles mecanismos de inmu-
nosenescencia. La IL-2 parece, y es unanimenete aceptado, disminuir con el en-
vejecimiento (46,79). Otras citoquinas como la IL-4, la IL-5, la IL-8 aumentan
con la edad, aunque como en casos anteriores hay trabajos que obtienen resul-
tados en los que esas citoquinas o no se modifican o disminuyen al envejecer.
Esos datos apuntaron a un cambio en el perfil Th1/Th2 con la edad, dindose
una disminucion de las Th1 (IL-2, IFNy, IL-12) con una accién mayor a nivel
de la inmunidad celular y un aumento de las Th2 ( IL-4, IL-5, IL-6) que me-
dian en mayor medida la inmunidad humoral. Aunque los resultados son muy
contradictorios, se puede decir que al envejecer aumentan las citoquinas proin-
flamatorias (como el TNFo o la IL-6) y disminuyen las antiinflamatorias como
la IL-10 (46,67). Por otra parte, determinados perfiles de citoquinas como es
unos bajos niveles de IL-6 y elevados de IL-10 o IL-15 se ha asociado con una
mayor longevidad (80,81).

EL SISTEMA INMUNITARIO COMO MARCADOR DE EDAD
BIOLOGICA. MODELO DE ENVEJECIMIENTO
PREMATURO E INDIVIDUOS LONGEVOS

Nuestro grupo de investigacion ha conseguido estandarizar, tanto en ratones
como en humanos, una serie de pardmetros funcionales de las células inmunita-
rias que se modifican con la edad, y ha comprobado cémo en las dos especies
tiene lugar una evolucién semejante de dichos pardmetros a lo largo de la vida,
los dos afios en los ratones y los cien en el ser humano. De todas las funciones
posibles que llevan a cabo las células inmunitarias nuestro grupo se ha centrado
en las que se recogen en la tabla II y Figura 3. Los linfocitos se adhieren a los
endotelios vasculares para posteriormente moverse hacia el sitio de reconoci-
miento antigénico y una vez que el mismo es llevado a cabo proliferan y liberan
citoquinas. Estas propiedades de adherencia, quimiotaxis o movilidad inducida,
proliferacion en respuesta a mitdgenos y liberacion de IL-2 han sido las estan-
darizadas en este tipo de células. Los fagocitos siguen una serie de etapas en su
proceso de ingestion y destruccién de los agentes patégenos. En primer lugar se
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EL SISTEMA INMUNITARIO: UN MARCADOR DE EDAD BIOLOGICA

ANIMALES DE EXPERIMENTACION ¥ HUMANOS
(del peritoneo de ratones y de sangre periferica humana)
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Ficura 3. Funciones estandarizadas en leucocitos del peritoneo de ratones y de sangre periférica
humana, obtenidas, a lo largo de la vida, desde la edad adulta hasta la vejez.

adhieren a las paredes de los vasos o a los tejidos en los que se encuentran, para
posteriormente moverse, lo que fundamentalmente realizan de forma dirigida por
el gradiente quimico que se crea desde el foco infeccioso y que les permite acer-
carse al mismo. Una vez que estas células llegan al foco infeccioso y contactan
con los agentes extrafios se unen a los mismos y los fagocitan, incluyéndolos en
vacuolas, fagosomas, e inician la etapa de destruccion de tales agentes. En este
paso del proceso se dan una serie de mecanismos, los més relevantes conllevan
el aumento del consumo de oxigeno y la consecuente produccién de radicales li-
bres, el primero de los cuales es el anién superdxido, que posteriormente dard
otros radicales y ROS (Figura 1). Estos radicales permitirdn procesar los micro-
organismos fagocitados para la posterior presentacion de los «determinantes an-
tigénicos» a los linfocitos. Estas funciones de adherencia, quimiotaxis, fagocito-
sis, produccién de ROS intracelular han sido las estandarizadas en este tipo de
células. Por su parte, las NK se han analizado en su capacidad de lisar células
tumorales propias de la especie animal estudiada. Estos pardmetros han sido va-
lorados en las diferentes décadas de la vida del ser humano (desde la edad adul-
ta de los veinte afios hasta los noventa) en leucocitos de sangre periférica, y a lo
largo de los meses (desde la edad adulta a los 24 meses) de vida de ratones ICR-
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CDl1, en sus leucocitos peritoneales (obtenibles de los animales sin necesidad de
sacrificarlos ni tan siquiera anestesiarlos, lo que hace una obtencion de muestra
semejante a la de leucocitos de sangre periférica humana).

Al envejecer, disminuyen las capacidades funcionales que son mds benefi-
ciosas, como pueden ser la respuesta linfoproliferativa a los antigenos o la acti-
vidad NK. También lo hace la IL-2 que estd regulando las dos funciones indica-
das, asi como la capacidad de quimiotaxis y la de ingerir lo extrafio por parte de
los fagocitos. Sin embargo, se activan aquellas funciones que podrian resultar
perjudiciales si lo hacen en exceso, como es el caso, por ejemplo, de la expre-
sién de moléculas de adhesion que favorecen la adherencia de los leucocitos a
los tejidos, impidiéndoles cumplir llegar al sitio donde tienen que llevar a cabo
su misién (59,60,67) (Tabla II). No obstante, como se muestra en la Figura 4, las
funciones inmunitarias estandarizadas tienen diferentes cinéticas en su evolucién
con la edad. Asi, unas van aumentando progresivamente desde la edad adulta (es
el caso de la adherencia), otras van disminuyento (lo que sucede en la quimio-
taxis) y otras tienen un pico en la edad adulta y disminuyen al envejecer (como
pasa con la fagocitosis, la linfoproliferacion frente a mitégenos, la liberacion de
IL-2 y la actividad antitumoral de las NK). También, aumenta con la edad Ia li-
beracion extracelular de radicales libres de oxigeno o la de citoquinas proinfla-
matorias, como el TNFo, que en cantidades elevadas causan la destruccién de
las estructuras celulares.

No obstante, es evidente que para acreditar a esos pardmetros como mar-
cadores de «edad bioldgica» y, consecuentemente, de longevidad es necesario
que el valor que muestren dichos pardmetros en un individuo se relacione con
lo que vive el mismo. Esta acreditacion la conseguimos gracias a un modelo
de envejecimiento prematuro que hemos caracterizado en ratones. Este mo-
delo, que es una prueba mds de la relacion entre el sistema nervioso y el in-
munitario, se basa en la diferente realizacién de una prueba conductual en un
laberinto en T simple por ratones del mismo sexo y edad cronoldgica. Los ani-
males que realizan peor la prueba tienen una mayor edad bioldgica, esto es un
envejecimiento prematuro. Esto se detecté en primer lugar por tener dichos
animales un sistema inmunitario mas envejecido, mostrando los diferentes pa-
rametros funcionales estudiados, tanto a nivel de las células fagociticas, como
de las NK y los infocitos, las caracteristicas propias de los de animales con
mayor edad cronolégica (Tabla II) (59,82-84). También mostraron estos rato-
nes prematuramente envejecidos, a los que hemos denominado PAM («pre-
maturely ageing mice») unos niveles de ansiedad e hiperemocionalidad ma-
yores (85) y una neuroquimica cerebral correspondiente a animales mas viejos
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CAMBIOS CON LA EDAD EN VARIAS FUNCIONES
DE LAS CELULAS INMUNITARIAS
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(86). Sin embargo, lo que definitivamente asegurd tales pardmetros como bio-
marcadores de edad bioldgica es que dichos animales prematuramente enve-
jecidos tenian una significativamente menor longevidad que sus compaiferos
de igual edad cronoldgica y que se clasificarén como no prematuramente en-
vejecidos (NPAM, retomando las siglas del inglés de «nonprematurely ageing
mice») (82,84) (Figura 5). Dada la idéntica evolucién de los pardmetros es-
tandarizados en ratones y en el hombre, los resultados en animales nos per-
miten hacer una cierta extrapolacion al ser humano de la idea de que cuando
un individuo presenta valores tipicos de una edad mayor en esos pardmetros
inmunitarios, tiene una esperanza de vida més limitada.

LOS CENTENARIOS Y LOS ANIMALES LONGEVOS

Un hecho que demuestra el importante papel del sistema inmunitario en la
salud y la longevidad de los individuos es la comprobacién de que aquellos que
llegan a edades avanzadas en buenas condiciones son los que mantienen una
funcionalidad de sus células inmunitarias semejante a la de los adultos (57, 87).
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clasificados como PAM (“Prematurely Ageing tienen menos estrés oxidativo que los de
Mice) que de los NPAM (Nonprematurely los machos.

Ageing Mice) de igual edad cronologica

Los centenarios, que son el paradigma del envejecimiento satisfactorio,
parecen presentar una mejor adaptacion a las agresiones internas y externas,
en particular con respecto a las que inciden en el sistema inmunitario (87,88).
Los precursores hematopoyéticos de los leucocitos sanguineos, en centena-
rios, preservan su capacidad proliferativa y la respuesta a distintos factores
de crecimiento, de forma mds eficaz que en individuos viejos de menor edad
(89). Se ha comprobado que aunque el ndmero de linfocitos Tyd estd redu-
cido en centenarios, su capacidad de activacion por LPS es similar a la de
los adultos (90). Otros cambios cuantitativos detectados en los centenarios
se encuentran a nivel de las células CD8+CD28-, presentes en mayor nu-
mero que en adultos, asi mismo hay un aumento de NK, con una mayor pro-
porcién de NKT, las cuales producen grandes cantidades de IFNy e 1L-4 y
ejercen una potente accion antitumoral, lo que podria explicar la menor in-
cidencia de tumores que se observa en las personas longevas (91). Los gra-
nulocitos, especialmente los neutréfilos, estdn en elevado nimero en los cen-
tenarios y presentan una mayor capacidad de fagocitosis y de produccién de
IL-1B y TNFa y una menor generacién de anién superéxido que las células
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FiGura 6. La actividad NK en sangre periférica es similar en adultos y centenarios

de individuos viejos de menor edad cronolégica (92). La capacidad linfo-
proliferativa en respuesta a CD3 aparece en los centenarios muy bien pre-
servada, y la que se hace en respuesta a mitégenos, aunque retardada en el
tiempo, es similar a la de adultos (93). En un trabajo reciente de nuestro gru-
po se ha comprobado que las funciones inmunitarias, estandarizadas en lo
que respecta a sus cambios a lo largo de la edad, se encuentran en los cen-
tenarios muy similares a como aparecen en los adultos jévenes (de 30 afios
de edad) y en cualquier caso mucho mejores que como aparecen en los de
setenta anos (94). Como ejemplo se muestran los resultados a nivel de la ac-
tividad NK (Figura 6). Un hecho similar al indicado para centenarios lo he-
mos observado en células inmunitarias peritoneales de ratones longevos (57).
Como ejemplo se muestran, en la Figura 7, algunas funciones analizadas en
ratonas adultas, viejas y longevas (en estudios de longevidad con ratones se
hace necesario utilizar hembras, ya que los machos en esta especie animal
muestran un comportamiento muy agresivo que dificulta su mantenimiento
en buenas condiciones durante los meses de vida de los mismos). Todos es-
tos resultados confirman que el sistema inmunitario es un buen indicador de
salud y longevidad.
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VALORES DE DIFERENTES PARAMETROS EN LEUCOCITOS DE
RATONES HEMBRAS ADULTAS, VIEJAS Y LONGEVAS
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Ficura 7. Los leucocitos de animales longevos tienen una capacidad funcional semejante
a la de los de adultos.

(CUAL ES LA CAUSA DE LA INMUNOSENESCENCIA?

Una vez comprobados los cambios de las funciones inmuninarias con la edad,
los cuales generan un sistema defensivo menos eficaz para llevar a cabo su fu-
cion, y habiendo podido relacionar los valores de las mismas con la longevidad
de cada individuo, lo oportuno era preguntarse ;por qué se produce la inmuno-
senescencia?, ;por qué se dan esos cambios en la funcionalidad inmunitaria con
el envejecimiento?. Si como antes se ha indicado los mecanismos que subyacen
al envejecimiento deben ser de aplicacién universal, parece 16gico pensar que
la causa de la inmunosenescencia es la misma que la que hace envejecer a las
demas células del organismo: el estrés oxidativo que se genera por el impres-
cindible uso del oxigeno. El estudio de cdmo se encuentra el estado redox de
las células inmunitarias a lo largo de la edad se manifiesta necesario para con-
testar a la pregunta de este apartado. Ademads, un hecho que hay que tener pre-
sente es que las células inmunitarias necesitan producir radicales libres y com-
puestos oxidantes e inflamatorios para llevar a cabo muchas de sus funciones,
como ya han indicado diversos autores (95,96). También, hay que tener en con-

220



EL SISTEMA INMUNITARIO EN EL ENVEJECIMIENTO

sideracion que las células inmunitarias son particularmente sensibles a la oxi-
dacion dado el alto porcentaje de acidos grasos poliinsaturados que tienen en
sus membranas, el papel critico de la sefalizacion intracelular relacionada con
esas membranas y la expresion génica que requieren en su labor defensiva (97).
Por todo ello, si en cualquier célula del organismo es importante preservar el
mencionado equilibrio entre produccién de oxidantes y niveles de defensas an-
tioxidantes, mds lo es en las células de nuestro sistema defensivo, en las que di-
cho equilibrio puede determinar su capacidad funcional y con ello, la del orga-
nismo en general.

Para poder conocer como se encuentra el estado redox de los leucocitos a lo
largo de la edad, hemos estudiado en las células inmunitarias peritoneales de ra-
tones los niveles de toda una serie de oxidantes y de defensas antioxidantes. Si-
guiendo el esquema que se muestra en la Figura 1, del anién superéxido que
pueden generar y liberar los leucocitos se pasa al peréxido de hidrégeno, una
ROS que puede proporcionar el radical hidroxilo, el mds dafino de los radica-
les de oxigeno, el cual puede producir importantes dafios oxidativos en protei-
nas, lipidos y &cidos nucleicos. Para defender a las células de esos oxidantes
hay toda una serie de antioxidantes. El mds importante es el glutatién que en su
forma reducida (GSH) se utiliza para eliminar peréxidos, lo que hace mediante
la activacién de otra defensa antioxidante enzimdtica, la glutation peroxidasa
(GPx). El glutation oxidado que se genera (GSSG) es un importante oxidante,
teniendo que recuperarse a la forma reducida de GSH mediante la glutation re-
ductasa (GR), otra enzima antioxidante. De hecho, el indice GSSG/GSH se con-
sidera un importante marcador de estrés oxidativo celular (98). Como otras de-
fensas enzimdticas antioxidantes se encuentran la superéxido dismutasa, enzima
que convierte al anién superdxido en peroxido de hidrégeno, y la catalasa (CAT)
que, entre otras actividades, elimina el perdxido de hidrégeno pasandolo a agua
(99) (Figura 1). Ademds de los oxidantes, los leucocitos generan al activarse
compuestos proinflamatorios que le permiten destruir lo extraiio, y hay que te-
ner presente que la oxidacion y la inflamacién son procesos intimamente rela-
cionados (100). Entre estos compuestos podemos citar a citoquinas como el
TNFa y la PGE2.

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados en los dltimos afios al res-
pecto nos permiten responder que las células inmunitarias envejecen por lo mismo que
lo hacen las demads células del organismo, es decir, por el estrés oxidativo que expe-
rimentan. Como se recoge en la Tabla II, toda la serie de pardmetros de oxidacion e
inflamacién analizados aumentan con la edad, mientras disminuyen las defensas an-
tioxidantes (algunos resultados se muestran en la Figura 8). Como consecuencia de
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Ficura 8. Aumento con la edad de los niveles de anion superoxido extracelular y de glutation
oxidado (GSSG) y disminucion de los de glutation reducido (GSH) y de la actividad
de superoxido dismutasa (SOD) en leucocitos peritoneales de ratones.

esta situacion de estrés oxidativo se produce un aumento del dafio a biomoléculas en
las células inmunitarias, tanto a nivel de lipidos como del ADN nuclear (66,67).

A la vista de nuestros ultimas investigaciones, se puede afirmar que los cam-
bios que se producen en la funcionalidad de las células inmunitarias con el enve-
jecimiento se deben al «estrés oxidativo crénico» que experimentan las mismas
con el paso del tiempo. Ademas, recientemente hemos podico comprobar que los
ratones prematuramente envejecidos (PAM) tienen un mayor estrés oxidativo en
sus leucocitos peritoneales que los NPAM, y recordemos que eso se acompaiia de
peor funcién y menor esperanza de vida (82-84, 101-102). También otro hecho
que ratifica la implicacién del mayor estrés oxidativo de los leucocitos peritone-
ales como marcador del estado de oxidacién general del organismo y, conse-
cuentemente, de la esperanza de vida del individuo ha sido el comprobar que la
evolucién tanto de las funciones como de los pardmetros de estado redox ante-
riormente comentadas (Tabla II) era similar a lo largo de los meses de vida de los
ratones y durante las horas que sobreviven estos animales con un «estrés oxidati-
vo agudo», el producido por una septicemia. Asi, en animales a los que se les pro-
duce un «shock endotéxico» por inyeccion de lipopolisacarido (LPS) bacteriano
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FIGURA 9. Los neutrdfilos de sangre periférica de centenarios tienen menos estrés oxidativo,
analizado por la relacion GSSG/GSH, que los de personas de setenta aiios.
GSSG: glutation oxidado; GSH: glutation reducido.

(E. coli), y que mueren en su totalidad a las 30 horas de haberles provocado la
infeccion, la cinética de las funciones inmunitarias estudiadas es, basicamente, la
misma que la apreciada en el estudio de envejecimiento (103,104). Es conocido
que en el shock endotdéxico, una de las principales causas de muerte en las uni-
dades de cuidados intensivos, es el estrés oxidativo que producen las células in-
munitarias, en su intento de defendernos de la infeccién, lo que conduce a la muer-
te del individuo. Este paralelismo no sélo se limita a las funciones inmunitarias,
también a los niveles de compuestos oxidantes y proinflamatorios, asi como de
antioxidantes en las células del sistema defensivo, y del dafio a macromoléculas
en las células del mismo (105). Con todo ello, se hace evidente que el paso del
tiempo cronolégico produce una situacion de «estrés oxidativo cronico» que se
detecta en las células de nuestro sistema defensivo.

Otro hecho que ratifica lo indicado es el andlisis de algunos pardmetros de
estrés oxidativo en linfocitos y neutrdfilos de centenarios. Los resultados de-
muestran que, en las personas que superan los cien afios, estas células tienen va-
lores de oxidantes y de antioxidantes mds similares a las de adultos que las de
individuos de setenta afos (Figura 9). Lo mismo se puede decir del dafio oxi-
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dativo a lipidos, aunque en muchos casos hay un comportamiento diferente de
un tipo de células leucocitarias a otros (94). Hay pardmetros de inflamacidn,
como los niveles de TNFa y otras citoquinas proinflamatorias, que estdn mas
elevados en centenarios. Este hecho se ha interpretado como causa de una pro-
gresiva estimulacién de la inmunidad innata que se produce al envejecer, sien-
do el estado inflamatorio que genera compatible con la longevidad siempre que
no sea excesivo (106).

SISTEMAS PARA MANTENER EN MEJORES CONDICIONES
LA FUNCION INMUNITARIA EN EL ENVEJECIMIENTO

Una vez establecido que el estrés oxidativo es el mecanismo que subyace a
la inmunosenescencia, se pueden proponer estrategias que, incidiendo en el mis-
mo, permitan el mantenimiento de una mejor funcién inmunitaria al envejecer.
Ademads, dado el cardcter de marcador de edad biolégica que hemos compro-
bado tiene el estado funcional de las células inmunitarias, dichas intervenciones
podrian, al mantener mds joven dicha edad bioldgica, proporcionar una mayor
longevidad a los individuos.

LA NUTRICION

En este contexto, y siendo conocida la inadecuada nutriciéon que se tiene en
el ser humano durante la vejez (107), una de las estrategias que parecen mds evi-
dentes hace referencia a la utilizacién de compuestos antioxidantes. Actualmen-
te estd claramente sustentado, con abundantes datos experimentales, el hecho de
que la administraciéon de antioxidantes, muchos de los cuales tienen también un
cardcter antiinflamatorio, puede equilibrar el balance celular entre niveles de oxi-
dacion e inflamacién con los de las defensas antioxidantes, disminuyendo el es-
trés oxidativo (67,108). Los compuestos antioxidantes pueden ser endégenos o
exdgenos, encontrdndose los primeros en nuestro organismo para salvaguardar la
existencia de unos niveles de ROS necesarios para el funcionamiento corporal,
pero evitando la superproduccion o acumulo de las mismas y, consecuentemen-
te, los procesos patoldgicos que desencadenan. La disminucion de los niveles de
antioxidantes endogenos, hecho que manifiesta un gasto de estos compuestos en
la neutralizacién del exceso de oxidantes, se pueden solventar mediante su in-
corporacion a nuestro organismo, a través de la dieta o mediante la suplementa-
cién de cantidades apropiadas, de antioxidantes exdgenos. Dentro de estos an-
tioxidantes exdgenos, son posiblemente los mds conocidos la vitamina C, la E,
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los carotenos o los polifenoles, aunque otros muchos, entre los que se puede men-
cionar a aquellos de tipo tidlico (que aumentan los niveles intracelulares de glu-
tation) como la tioprolina o la N-acetilcisteina, se estan incorporando a la ya lar-
ga lista que hoy se tiene de estos compuestos. La base del efecto beneficioso en
la vejez de los antioxidantes es precisamente su capacidad de aumentar el poder
reductor, protegiendo frente al dafio oxidativo asociado al envejecimiento
(67,108). Toda una serie de grupos, incluido el nuestro, han comprobado que esos
antioxidantes son necesarios y se utilizan para llevar a cabo una adecuada fun-
cion de nuestro sistema inmunitario. Asi, durante la actuacion de los leucocitos
éstas células van consumiendo sus reservas de antioxidantes. Esto puede expli-
car, tanto en animales de experimentaciéon como en el ser humano, la mejoria de
la capacidad funcional del sistema inmunitario en la edad adulta, tras la incor-
poracién in vitro o la suplementacién in vivo con diferentes antioxidantes exod-
genos como los antes mencionados (109-112). Si consideramos que al envejecer
se producen mayores niveles de oxidantes junto a frecuentes estados de malnu-
tricién y una clara disminucion de los niveles de defensas antioxidantes, parece
evidente que la suplementacion con este tipo de compuestos podria tener un efec-
to beneficioso en general y en la funcién inmunitaria en particular, hecho que se
ha comprobado tanto en sujetos humanos como en animales de experimentacién
(Tabla II) (59,67,113-115). Ademads, en esos experimentos se ha observado que
la ingestion de antioxidantes consigue dejar los pardmetros funcionales de las
células inmunitarias en niveles similares a los de los adultos. Lo mds relevante
es que este «rejuvenecimiento» inmunitario se manifiesta, en los animales de
experimentacion, y concretamente en los que muestran un envejecimiento pre-
maturo (116-120), con una mayor longevidad de los mismos (121,122) (Figura
10). Este descubrimiento, realizado por nuestro grupo de investigacion, es un
apoyo importante a la teoria oxidativa/inflamatoria del envejecimiento y al pa-
pel de marcador de salud y esperanza de vida que tienen las funciones leucoci-
tarias estudiadas. Otros datos que apoyan el hecho de que el estrés oxidativo
subyace a la inmunosenescencia es que los niveles de compuestos oxidantes y
de defensas antioxidantes, valorados en individuos viejos que ingieren antioxi-
dantes, se modifican, alcanzando los mismos valores similares a los detectados
en los adultos (Tabla II) (67), lo que se aprecia también en los leucocitos peri-
toneales de los PAM (Figura 10). También, estd el hecho de que en los anima-
les con el modelo de shock endotdxico letal, antes comentado, la administracion
de un antioxidante tiélico como la N-acetil cisteina, a una dosis adecuada, me-
jord la funcién inmunitaria y equilibré los niveles de oxidantes y antioxidantes
en estas células, obteniéndose consecuentemente un aumento de la superviven-
cia de los animales (123,124).
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Ficura 10.  Los leucocitos peritoneales de ratones mejoran su capacidad funcional y disminuyen
su estrés oxidativo tras la ingestion de antioxidantes (NAC+TP), ddndose un aumento
de la longevidad. Estos hechos se aprecian en mayor medida en los animales
prematuramente envejecidos (PAM).

Puesto que la mejoria que ejercen los antioxidantes en la funcién inmunita-
ria supone aumentar las funciones que estin disminuidas y reducir las que es-
tdn muy estimuladas, estos compuestos no se manifiestan como estimuladores
inmunitarios indiscriminados, mas bien como inmunomoduladores, restaurando
los niveles mds apropiados para cada funcion. Esta capacidad moduladora pa-
rece ser ejercida a nivel de factores intracelulares ubicuos e implicados en la
oxidacion e inflamacion como el NF-xB (67,123,125).

El papel regulador de los antioxidantes afectaria no sélo al sistema inmunita-
rio sino también a los otros sistemas reguladores, como el sistema nervioso, lo
cual ha sido comprobado por diversos investigadores. De hecho, en los ratones
prematuramente envejecidos la ingestion de antioxidantes mejora la respuesta
conductual, lo que prueba que el estrés oxidativo que subyace al deterioro del
sistema inmunitario, pero también al del sistema nervioso, se neutraliza con la
administracién de antioxidantes (126). Por lo indicado podemos plantear a los
antioxidantes como una herramienta ttil para enlentecer el deterioro homeosta-
tico que tiene lugar en el envejecimiento, explicando asi su papel en la dismi-
nucion de la morbilidad y mortalidad que acontecen al avanzar la edad, y al sis-
tema inmunitario como un marcador Util para estudiar y detectar estos hechos.
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TaBra II.  Cambios de la edad adulta a la vejez en diferentes funciones y pardmetros
de estrés oxidativo y daiio a lipidos y ADN nuclear, en células inmunitarias. Papel de
la ingestion de antioxidantes

Célula Funcidn Vejez Antioxidantes en vejez

1. Fagocitos Adherencia 1 1 (= adulto)
Migration N T ( = adulto)
Fagocitosis N2 T ( = adulto)
Niveles de RL In. b (m) /1 () 1 /4 (= adulto)

2. Linfocitos Adherencia 1 L (= adulto)
Migracién ) T ( = adulto)
Proliferacion ) T (= adulto)
Liberacién de IL-2 ) 1 (=adulto)

3. NK Citotoxicidad ) 1 ( = adulto)

En Leucocitos Pardmetro Vejez Antioxidantes en vejez

1. Oxidantes Anién superéxido Ex T L (= adulto)
PGE2 1 L (= adulto)
Liberacién TNFo 1 L (= adulto)
GSSG 1 L (= adulto)

2. Antioxidantes GSH ) T ( = adulto)
SOD N8 1 ( = adulto)
CAT N8 1 ( = adulto)
GPx N8 1 (=adulto)
Gr 2 1 (=adulto)

3. Dafio Lipidos MDA T L (= adulto)

Daiio ADN 8-0x0dG/dG 1 L (= adulto)

In : Intracelular. Ex: Extracelular. RL: Radicales Libres. PGE2: prostaglandina E2. TNFa: factor de necrosis tumoral alfa.
GSSG: glutation oxidado. GSH: glutation reducido. SOD: superdxido dismutasa. CAT: catalasa. GPx: Glutation peroxidasa.
Gr: glutation reductasa. MDA: malondialdehido. 8-0xodG: deoxiguanosina oxidada. m: macrofagos; n: neutrofilos.

La otra herramienta nutricional que se ha visto puede ser efectiva en el pro-
ceso de envejecimiento, al limitar la oxidacion celular, es la restriccién caldri-
ca (127). Esta restriccion protege a los animales de experimentacion, atenuan-
do la induccién asociada a la edad de genes que codifican productos
proinflamatorios y de estrés, aumentando las defensas antioxidantes y redu-
ciendo la oxidacién de macromoléculas. La restriccion calérica mejora la fun-
cionalidad de las células inmunitarias en el envejecimiento, como comprob6
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Pahlavani (128). Este papel atenuador de la inmunosenescencia parece llevarse
a cabo a través de lo que se ha comentado hace en el organismo en general, la
modulacién que la restriccion caldrica ejerce sobre la expresion de una serie de
genes, muchos de ellos son precisamente los implicados en la expresién de fac-
tores oxidantes/antioxidantes. En este sentido, se ha comprobado que la restric-
cion caldrica incide sobre factores de transcripcion, como el NF-kB, reducien-
do la activacion que tiene lugar en los mismos con la edad (107).

EL EJERCICIO FISICO

Otra estrategia para llegar a resultados similares de mejora de la funcién in-
munitaria en la vejez es la realizacidon de ejercicio fisico moderado. Hay nume-
rosos estudios que han comprobado el importante papel que tiene el ejercicio fi-
sico sobre el sistema inmunoldgico (67, 129-131). No obstante, la actividad fisica
que resulta beneficiosa para nuestro sistema defensivo es la que se lleva a cabo
de forma moderada y de manera mds o menos habitual, siendo, por el contrario,
bastante perjudicial la que se hace de forma exhaustiva, puntual o con dilatadas
sesiones. Este ejercicio intenso, como el que llevan a cabo muchos deportistas de
alta competicion, puede suponer un estrés afiadido que hace envejecer nuestras
defensas y nuestro organismo. Aunque los estudios sobre los efectos del ejercicio
fisico en la vejez son bastante escasos, nosotros hemos podido comprobar que la
realizacién de ejercicios moderados conlleva un mejor estado inmunitario a cual-
quier edad, pero de forma mds evidente al envejecer (67,131). En individuos vie-
jos, tanto en animales de experimentacién como en humanos, ese ejercicio mo-
derado restaura la funcién inmunitaria deteriorada, asemejandola a la de adultos
(60,132). Concretamente, en un estudio reciente en humanos, hemos comproba-
do como en hombres y mujeres de setenta afios, que llevan a cabo un programa
de ejercicio, basado en el desarrollo de la fuerza muscular, se mejora la funcién
inmunitaria ya a los dos meses de iniciar el programa y el «rejuvenecimiento« de
este sistema es mds evidente a los seis meses, momento en el que finaliza el mis-
mo, y en el que los pardmetros inmunitarios son similares a los que presentan
hombres y mujeres de treinta afos. Tras 6 meses sin realizar actividad fisica al-
gunos funciones recuperan sus valores iniciales (Figura 11). Ademads, el efecto po-
sitivo del ejercicio resulta aun mds evidente en individuos que se encuentran con
un mayor deterioro fisiolégico como el que presentan los hipertensos (67).

La relacion entre las dos «terapias inmuno-revitalizadoras» estudiadas da una
posible explicacion al efecto beneficioso del ejercicio en la vejez, ya que el ejer-
cicio moderado favorece, entre otras cosas, el aumento de los niveles de antio-
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Ficura 11.  Efecto de la realizacion de ejercicio fisico en la linfoproliferacion en respuesta
al mitogeno fitohemaglutinina y liberacion de IL-2 en hombres y mujeres antes de iniciar
el programa de ejercicio (tiempo 0) a los 2 meses, a los 6 meses (cuando finaliza
el programa) y tras otros 6 meses sin hacer actividad fisica (12 meses).

xidantes intracelulares en las células inmunitarias, y por consiguiente de su fun-
cion. Por su parte, un ejercicio con sobreentrenamiento produce una disminu-
cion de esos niveles intracelulares, con una consecuente menor actividad inmu-
nitaria. De este modo, la realizacion de ejercicio fisico, de forma adecuada, tanto
per se como por su capacidad de aumentar los niveles de antioxidantes celula-
res, permitird recuperar el balance oxidantes/antioxidantes que se ha perdido al
envejecer, y de este modo puede incidir positivamente en la funcién del siste-
ma inmunitario (67). Pero ademads, también lo hard en la del sistema nervioso
y en la del endocrino, asi como en la comunicacién entre los tres sistemas re-
guladores. Todo ello evitara el deterioro homostatico que por el estrés oxidati-
vo va teniendo lugar con la edad, y, consecuentemente, se disminuird la morbi-
lidad y se mejorar la supervivencia de los individuos (Figura 12).

OTROS SISTEMAS DE INTERVENCION

La actividad mental y la superacién del estrés emocional también mejoran la
funcién inmunitaria. Es este un campo en el que se estd empezando a incidir
con estudios cientificos bien disefiados. Por tanto, basdndonos en el valor de
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marcador de edad bioldgica del sistema inmunitario, podemos asegurar que to-
das esas estrategias resultan ttiles para incrementar nuestra esperanza media de
vida. De hecho, resultados recientes de nuestro grupo estin comprobando que
en animales de experimentacion el «enriquecimiento ambiental» mejora la fun-
cién y el estado redox de las células inmunitarias y alargan la longevidad.

Se puede concluir diciendo que en la vejez la ingestion de cantidades apro-
piadas de antioxidantes en la dieta, la realizacién de un ejercicio moderado y
una buena «actitud» ante la vida producen una revitalizacién del sistema inmu-
nitario y por consiguiente de la homeostasis corporal, lo que supone una mejo-
ra en la salud del individuo y en su calidad de vida (Figura 12).

PARTICIPACION DEL SISTEMA INMUNITARIO
EN EL ENVEJECIMIENTO DEL ORGANISMO:
TEORIA OXIDATIVA-INFLAMATORIA DEL ENVEJECIMIENTO

Una pregunta que podemos hacernos, conocido el papel del sistema inmuni-
tario, sus modificaciones con el envejecimiento y lo que subyace a esas altera-
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ciones, un «estrés oxidativo cronico», es si los cambios en el sistema inmuni-
tario con la edad son tnicamente una consecuencia mds de los procesos oxida-
tivos que tienen lugar con el paso del tiempo, o dichos cambios pueden ser una
causa importante de esa oxidacion, contribuyendo a la celeridad de la misma.

Como ya se ha indicado, las células inmunitarias en el ejercicio de su funcién
defensiva llevan a cabo una respuesta inflamatoria, produciendo citoquinas proin-
flamatorias (como el TNFa) y radicales libres de oxigeno y de nitrégeno, los cua-
les sustentan la inflamacién y oxidacidon que permite la eliminacién de lo extra-
fo. No debemos olvidar que, como ya se ha indicado, la oxidacién e inflamacién
son procesos coincidentes en lo que respecta a los factores y mecanismos impli-
cados en los mismos. Dado que tales factores proinflamatorios se encuentran au-
mentados al envejecer, se estd sugiriendo una nueva teoria del envejecimiento que
seria una puntualizacién de la teoria de la oxidacidn, «la teorfa inflamatoria». De
este modo, se puede hablar de una «teoria oxidativa-inflamatoria» del envejeci-
miento, en la que el sistema inmunitario tendria un importante papel (67). La idea
se recoge en la Figura 12. Partiendo de la base de que el envejecimiento es un es-
trés oxidativo crénico, éste afectaria a todas las células del organismo, pero ten-
dria especial relevancia en las de los sistemas homeostdticos, el nervioso, el en-
docrino y el inmunitario, los cuales, al no poder mantener su equilibrio redox
sufrirfan el dafio oxidativo que conlleva su falta de funcién, lo que impediria un
mantenimiento adecuado de la homeostais. Este deterioro de la homeostasis daria
lugar al aumento de morbilidad y mortalidad tipico de la vejez. En este contexto,
el sistema inmunitario por su caracteristico funcionamiento en el que se requiere
generar continuamente una elevada cantidad de compuestos oxidantes e inflama-
torios, podria activar una serie de factores, como el ubicuo factor de transcripcién
NF-kB. Asi, al activarse este factor, en un cierto grado, se estimularia la expre-
sién de genes de compuestos oxidantes e inflamatorios. De hecho, este factor ma-
nifiesta una gran activacion en las células inmunitarias en situaciones de estrés
oxidativo, como la septicemia (105) o el que nos ocupa, el envejecimiento (datos
en vias de publicacion). Se podria asi, si esa produccién de compuestos oxidan-
tes/inflamatorios no se regula adecuadamente, entrar en un «circulo vicioso» o
mejor en una «espiral viciosa», pues las nuevas situaciones que se van generan-
do son similares, pero no coincidentes, en la que mayor cantidad de compuestos
oxidantes e inflamatorios por parte del sistema inmunitario activarian mds atin la
produccién de los mismos, via factores como el NF-kB. Si esa espiral no es con-
trolada, los compuestos oxidantes e inflamatorios afectarian con el tiempo a to-
das las cé€lulas del organismo, siendo las mds sensibles las diferenciadas postmi-
téticas, como antes se ha comentado, contribuyendo de este modo a mantener el
estrés oxidativo cronico del organismo (67).
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Por otra parte, una consecuencia de los cambios que con la edad establece el es-
trés oxidativo en las células inmunitarias serfa una sefializacion intracelular alterada
en las mismas, lo que las puede hacer responder de forma inadecuada a los estimu-
los que les llegan. Nuestro grupo ha comprobado como el deterioro funcional que
experimentan las células inmunitarias con el envejecimiento las hace «sordas» a los
mensajes que recibe del sistema nervioso (73,74,133). En este contexto, se explica-
ria el deterioro de la comunicacion entre los sistemas reguladores. Asi, al envejecer,
y teniendo como base el estrés oxidativo, no sélo se altera la respuesta del sistema
nervioso, la del endocrino y la del inmunitario, sino también la capacidad de comu-
nicacién entre ellos, lo que conduce inexorablemente al fallo homeostético que con-
lleva el aumento en morbilidad y mortalidad que tiene lugar con la edad.

Como demostracion de esta hipétesis tenemos toda una serie de hechos ante-
riormente comentados. Por una parte, los individuos que llegan a centenarios o
los animales que alcanzan una elevada esperanza de vida media, son aquellos que
mantienen mejor el estado redox de sus células inmunitarias y consecuentemente
la funcién de las mismas (94). Por otra parte, las hembras de cada especie, que
tienen mejor sistema inmunitario que los machos (79) y muestran una longevidad
media mayor (134), presentan un mejor estado redox en sus leucocitos (Figura
5B). A este respecto, también se puede indicar, como se muestra en la Figura 5B,
que, en ambos sexos, los animales prematuramente envejecidos, los PAM, tienen
un mayor estrés oxidativo en sus leucocitos que los de igual edad cronoldgica que
no estdn prematuramente envejecidos, los NPAM. Ademads, las hembras PAM
muestran en sus leucocitos un estad redox mds parecido a los de los machos
NPAM. También hay que tener en cuenta, como se ha indicado en el apartado an-
terior, que todas las estrategias que permiten mantener un mejor estado redox y
funcién inmunitaria, como la ingestion en la dieta de antioxidantes en cantidades
adecuadas, permiten una mayor longevidad de los individuos.

Se podria decir, como ya ha sido sugerido por algin investigador, que nuestro
sistema inmunitario tiene cardcter homeostdtico y también antihomeostatico (42).
Cuando un individuo esta sujeto a una infeccion, nuestro sistema inmunitario in-
tenta defenderlo de la misma, pero si no puede hacerlo adecuadamente por la no
muy apropiada fisiologia de dicho individuo, el sistema inmunitario utiliza sus he-
rramientas de oxidacién e inflamacién para sacrificarlo en beneficio del resto de
los individuos de la especie a los que podria infectar. De hecho, ya se ha comen-
tado que en un sock séptico el individuo no muere por la infeccién, lo hace por
la oxidacién de un sistema inmunitario mal controlado. Se podria ampliar esta idea
a lo que sucede en el envejecimiento. Desde que nacemos nuestro sistema inmu-
nitario se tiene que enfrentar a numerosos agentes extrafios, y para defendernos
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de los mismos ha ido liberando compuestos oxidantes e inflamatorios. Cuanto me-
jor lo hace, mds facil es que sobreviva el individuo y llegue a la edad reproduc-
tora (hecho que interesa a la especie para su mantenimiento). El sistema inmuni-
tario no estd disefiado evolutivamente para mantener mucho tiempo su funcién
defensiva, especialmente en individuos de algunas especies como la humana que
ha aumentado tanto su esperanza de vida media. Esta teoria evolutiva de la in-
munosenescencia (135) nos explica por qué la inmunidad adquirida, mas espe-
cializada y sofisticada y mas reciente en términos evolutivos, sea la que sufre el
mayor deterior con el envejecimiento, mientras la inmunidad innata, mas antigua
y menos especifica sea la que mejor se preserva e incluso se estimula excesiva-
mente, en algunos de sus aspectos, al envejecer. Al igual que pasa con la utiliza-
cién del oxigeno, que nos permite vivir con gran actividad pero que tiene la con-
trapartida de generar oxidacion, un activo sistema inmunitario estd disefiado para
defendernos mejor de las infecciones y tumores a los que estamos sometidos con-
tinuamente, pero después hay que pagar las consecuencias de esa activacion y la
misma, si no se encuentra bien controlada o no hay una buena adaptacién del in-
dividuo, participa acelerando el proceso de envejecimiento.

De este modo, no puede aceptarse «la teoria inmunitaria» tal cual fue emiti-
da en los afios ochenta (136), ya que la misma proponia como base del enveje-
cimiento el deterioro del sistema defensivo y esta idea no se acoge al principio
de universalidad, al no disponer todos los animales de sistemas inmunitarios si-
milares al que muestran los mamiferos. Sin embargo, si parece que este siste-
ma pueda jugar un papel trascendente en la oxidacién que subyace al envejeci-
miento. Ademds, en ese proceso parecen estar mds implicadas las células
inmunitarias con mayor capacidad de produccién de oxidantes y compuestos in-
flamatorios como son las de la inmunidad innata, las fagociticas, las cuales si
se encuentra presentes en todos los animales.
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Interferones y vacunas como control
de enfermedades prevalentes

MARIANO ESTEBAN RODRIGUEZ

INTRODUCCION

El nuevo milenio se inicia con una poblacién superior a los 6.000 millones
de personas en nuestro planeta y con unas necesidades claras en educacion, sa-
nidad, alimentacién, medio ambiente e infraestructuras. Aunque ha habido una
mejora sustancial en la calidad de vida de los ciudadanos, debido fundamental-
mente al papel que ha jugado la ciencia, sin embargo, esta distribucién ha sido
desigual entre paises. Los avances espectaculares en los tltimos cincuenta afios
en genética, con la secuenciacion del genoma humano en el afio 2001 y su ano-
tacion final en 2003, en informadtica con el aumento de las comunicaciones por
Internet, los superordenadores como el Mare Nostrum, y enormes bases de da-
tos, nos estan asegurando avances espectaculares por la aplicacion de la ciencia
al bienestar social. Estos avances, en las dreas de salud, agricultura y medioam-
biente, tienen un gran impacto mundial. Es indudable que estamos abordando en
profundidad y a nivel molecular las causas de las enfermedades infecciosas, tras-
tornos cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas, alteraciones genéti-
cas y cancer, que permitirdn una mejor calidad de vida. Hoy se habla que se po-
dré realizar una medicina mds dirigida, al conocer los genes que influencian un
determinado proceso patoldgico y su respuesta al tratamiento con farmacos. La
tecnologia de «biochips» se estd ya utilizando para determinar la correlacion en-
tre expresion de genes y patologia de distintas enfermedades, identificindose los
genes responsables, asi como los que determinan resistencias a farmacos en hu-
manos. El concepto de medicacién «a la carta» o personificada, se implementa-
rd en los hospitales y habra un resurgir de la industria farmacéutica dedicada a

245



MaRriANO ESTEBAN RODRIGUEZ

cubrir esta demanda social. La produccién de medicamentos por métodos bio-
tecnoldgicos estd sustituyendo a los procedimientos tradicionales, por ser mas se-
guros y econdmicos. En pocos afios se podra disponer de un arsenal terapéutico
amplio y con mayor especificidad. La capacidad de transferir genes de unas es-
pecies a otras posibilita la modificacién de microorganismos, plantas y animales
con fines beneficos. El conocimiento de los mecanismos de diferenciacion celu-
lar hace posible que partiendo de células totipotentes de un individuo se puedan
regenerar tejidos y 6rganos danados y asi repararlos, evitando el rechazo que se
produce en transplantes. La utilizacién de células madre con fines terapéuticos
tendra sus beneficios a largo plazo.

Pero, a medida que se avanza en conocimientos cientificos nos enfrenta-
mos a grandes retos: el control de enfermedades con una amplia distribucién
global como el SIDA, malaria, tuberculosis, hepatitis C, o de pandemias como
las producidas anualmente por la gripe o las que se pronostican en un futuro
préximo, como la gripe aviar o el sindrome respiratorio agudo grave (SARS).
Es de todos conocidos que la inmunizacién es el método mads eficiente y eco-
noémico de intervencion. Asi, se ha conseguido erradicar la viruela y reducir
la incidencia de polio en un 99%, consiguiendo ademds reducciones especta-
culares en enfermedades como difteria, tétanos, tosferina, paperas y saram-
pion. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lleva a cabo un programa
de vacunacién masivo contra un buen nimero de enfermedades para las cua-
les existen vacunas, y su objetivo es que en 2010 la vacunacién alcance al
90% de la poblacién y evitando asi los mas de 2.5 millones de muertes anua-
les de nifios con edad inferior a los cinco afios por enfermedades que se pue-
den prevenir con las vacunas actuales. Adn asi, hoy en dia se estima que hay
mds de 27 millones de niflos y 40 millones de mujeres embarazadas que no
han sido vacunados. El reto de la OMS es, ademds, poder controlar enferme-
dades para las que no tenemos vacunas eficaces, como las mencionadas ante-
riormente.

Se considera que las enfermedades infecciosas son la tercera causa de mor-
tandad en la poblacién, mientras que el cdncer es la segunda y las enfermeda-
des cardiovasculares la primera. La necesidad de luchar contra estas enferme-
dades que afectan a una gran parte de la poblacién mundial ha sido reconocida
por la Unién Europea que en su VI Programa Marco prioriz6 ayudas a la in-
vestigacion dirigidas a desarrollar estrategias de control contra las mismas; esta
prioridad contintia en el VII Programa Marco que se inicia en 2007. También,
el Plan Nacional espaiiol en el Programa de Biotecnologia consideré como ob-
jetivo cientifico-técnico prioritario el disefio de nuevas vacunas, tanto preventi-
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vas como terapedtticas, para luchar contra las enfermedades de mayor impacto
sanitario. Que la linea temadtica de vacunas sea prioritaria lo refleja el hecho de
que los Institutos Nacionales de Salud (NIH) de los Estados Unidos de Améri-
ca y la Fundacion de Bill y Melinda Gates financien fuertemente la investiga-
cién en vacunas contra enfermedades prevalentes como el SIDA, malaria y tu-
berculosis. Esta necesidad ha sido reconocida por el grupo G-8, con
representacion de los paises mas poderosos de nuestro planeta

Como Miembro del Grupo de Expertos (SAGE) que asesora a la OMS en su
programa de vacunas y agentes bioldgicos, he considerado oportuno referirme al
control de enfermedades prevalentes con gran incidencia en la poblacion, basado
en la utilizacion de agentes bioldgicos y vacunas como mecanismos de defensa.
Como modelo de agente bioldgico describiré a los interferones por su capacidad
para actuar como primera linea de defensa del organismo (respuesta innata), para
describir posteriormente las vacunas (respuesta adquirida) y como podemos ha-
cerlas mas eficaces, dirigiendo de forma selectiva la respuesta inmune del orga-
nismo contra procesos infecciosos y tumorales. Es posible que seamos capaces de
manipular nuestro sistema inmune mediante el uso de inteferones y vacunas, y asi
obtener mayores efectos en el tratamiento de infecciones y tumores.

ENFERMEDADES PREVALENTES EN EL SIGLO XXI

Desde que en 1798 Edward Jenner desarrollara la primera vacuna contra la
viruela, el éxito de la vacunacién se ha visto reflejado en que se han podido
controlar muchas de las enfermedades infecciosas que producian gran mortan-
dad en la poblacidn, especialmente en nifios. La tnica enfermedad que se con-
sidera erradicada ha sido la viruela. A pesar de los avances espectaculares apor-
tados por las nuevas tecnologias de la genémica, proteémica y bioinformatica
y la elucidacion del genoma humano (1, 2) y el de otros muchos microorganis-
mos, en el inicio del siglo XXI nos encontramos con grandes enfermedades para
las cuales no hay procedimientos eficaces de control. El impacto de estas en-
fermedades a nivel mundial es muy grande, causando altas tasas de mortandad.
Consideremos algunos ejemplos de enfermedades prevalentes. Asi, una de cada
cinco personas de los 6.000 millones de la poblacién global estdn expuestas a
malaria, con una tasa de infeccién anual de unos 300 millones de personas in-
fectadas, de las cuales entre 1,5-3 millones mueren, siendo los menores de cin-
co afos los mas afectados (3). La leishmaniosis es un grupo de enfermedades
parasitarias causadas por varias especies del género Leishmania. La OMS ha es-
timado que unos 12 millones de personas estan infectadas, y que cerca de 300
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millones de personas tienen el riesgo de contraer la infeccién (4), con una inci-
dencia anual de 1,5 a 2 millones de nuevos casos de leishmaniosis cutdnea y
500.000 nuevos casos de leishmaniosis visceral (5). Esta parasitosis es zoono-
tica en los paises mediterraneos, donde el perro doméstico es el reservorio prin-
cipal. La especie endémica en el mediterraneo es L. infantum, que infecta tan-
to humanos como perros, causando lesiones cutdneas y viscerales. Los estudios
epidemioldgicos indican que en dreas endémicas estables, como en el caso de
Espafia, hasta el 48% de los perros estan infectados (6-8), el 50% de los cuales
evoluciona hacia leishmaniosis visceral (9, 10). La OMS ha estimado que entre
el 2 al 9% de todos los pacientes con SIDA en el sur de Europa desarrollaran
leishmaniosis visceral por L. infantum, siendo esta enfermedad parasitaria la mas
prevalente entre la poblacién VIH-positiva (11). En la Comunidad Auténoma de
Madrid (CAM), existe una gran incidencia de leishmaniosis siendo el perro do-
méstico el reservorio natural de la infeccién por L. infantum. En el caso del
SIDA, en el afio 2006 la pandemia causé mas de 3 millones de defunciones, es-
timdndose en 5 millones las personas que contrajeron el virus a lo largo del afio,
lo que eleva a mas de 42 millones el nimero de personas infectadas en todo el
mundo, habiendo producido la muerte a mas de 22 millones de personas desde
que se identificé el origen de la pandemia. Las diferencias geogréficas y eco-
némicas de esta enfermedad son evidentes, donde mas del 95% de los casos y
95% de las muertes por SIDA ocurren en el tercer mundo (70% en Africa), so-
bre todo entre jovenes adultos, con un incremento progresivo entre las mujeres
(OMS, 2006). Es dramatico contemplar como en Africa, region sub-sahariana,
la epidemia sigue extendiéndose y que en muchos paises los porcentajes de per-
sonas infectadas y con SIDA son muy elevados, lo que tiene efectos devasta-
dores para las familias y para la economia productiva (12, 13). Espafa continua
siendo el pais con mayor niimero de personas infectadas por el VIH de la UE,
alrededor de 1.500.000 personas. La hepatitis C es otro ejemplo de enfermedad
infecciosa que afecta a unos 300 millones de personas de forma crénica y cuya
tasa de infeccidn es bastante elevada, con un 1-3% de las personas seropositi-
vas en Europa (14, 15). En el caso de la tuberculosis, se considera que es una
de las infecciones que mas muertes produce, 2-3 millones por afio, debido a que
ha aumentado su virulencia por resistencia a los antibidticos y co-infecciéon con
el VIH (13). En el caso del cdncer y considerando la poblacién de EE.UU, unas
500.000 personas mueren anualmente, mds de 1.500 por dia, con unos 5 millo-
nes de defunciones desde el ailo 1990 (16). La prediccion es que para el afio
2005 se produzcan cerca de 13 millones de muertes por cancer. Por todo ello,
la OMS considera prioritario el desarrollar vacunas profilacticas y/o terapéuti-
cas contra todas estas grandes enfermedades.
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Para llevar a cabo el desarrollo de una vacuna es necesario conocer los me-
canismos de defensa del organismo frente al patégeno o célula tumoral, cono-
cer la biologia del patégeno, identificar los antigenos involucrados en la induc-
cién de una respuesta inmune especifica, disponer de modelos experimentales
en los que se pueda ensayar la eficacia de la vacunacion, asi como implemen-
tar ensayos clinicos para determinar la seguridad y eficacia de la vacunacion.

DEFENSA FRENTE INFECCIONES VIRALES: RESPUESTA INMUNE
INNATA Y ADQUIRIDA

Vivimos en un mundo rodeado de un ingente ejército de agentes infecciosos.
El nimero de particulas infectivas a las que estamos expuestos es enorme. El or-
ganismo dispone de una serie de barreras que nos protegen contra las infecciones.
Una de ellas es fisica, como la piel que es el 6rgano mas grande del cuerpo que
pesa més de 5 Kg en un adulto, otras son las mucosas, secreciones, enzimas en las
lagrimas, pH dcido estomacal, reflejo de la tos. Sin embargo, cuando se sobrepa-
san las barreras fisicas entra en accién el poderoso sistema immune. Uno de sus
mds apreciados atributos es su capacidad para reconocer y destruir a las células in-
fectadas en el conjunto de células sin infectar. Esto no es sorprendente ya que las
personas inmunocomprometidas son muy vulnerables a procesos infecciosos. Los
procesos criticos de defensa immune son: reconocimiento del patégeno, amplifia-
cién de la respuesta y control del patdgeno. Una infeccion viral debe de ser reco-
nocida inmedidtamente, activar las defensas y controlar la infeccion.

La respuesta inmune contra infecciones virales consiste en la defensa inna-
ta (no especifica) y la adquirida (especifica). La respuesta innata es la primera
linea de defensa inmune, funcionando continuamente en el organismo, sin pre-
vio ataque por un virus invasor. Este sistema no es especifico ya que responde
esencialmente frente a cualquier intruso. La defensa innata estd codificada por
genes de la linea germinal que han surgido en la evolucién de organismos mul-
ticelulares y son esenciales en la supervivencia de la especie humana. Sabemos
que la defensa innata es la que dicta la conducta de la respuesta inmune adqui-
rida. ;Como se activa la repuesta innata? Conocemos una serie de caracteristi-
cas bioquimicas comunes o inducidas por el mundo microbiano, como los re-
ceptors semejantes a Toll (TLRs: Toll-like receptors) que reconocen al
lipopolisacdrido bacteriano (LPS), motivos CpG, RNA bicatenario (dsSRNA) y
a otros patrones moleculares asociados a patdgenos (PAPMs: Pathogen Asso-
ciated Molecular Patterns). Se conocen mas de 10 miembros de la familia de
los TLR. Los eventos moleculares intracelulares iniciados por la interaccién en-
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tre TLRs y sus PAPMs especificos desencadenan la respuesta inflamatoria (17,
18). Como resultado de la sefalizacion por los TLRs se secretan citoquinas como
los interferonnes del tipo I (alfa y beta). La respuesta innata a infecciones vira-
les se compone: de potentes activadores proteicos llamados interferones, que in-
ducen un estado antiviral en las células infectadas; una coleccién compleja de
proteinas del suero llamadas complemento, que una vez activadas destruyen cé-
lulas infectadas, particulas virales y otros microorganismos; y los linfocitos ci-
toliticos, llamados células asesinas (NK) que reconocen y destruyen células in-
fectadas. Los macréfagos y neutrdfilos juegan también un papel importante en
la respuesta innata.

La respuesta inmune adquirida o respuesta humoral o respuesta celular con-
siste en la produccion de anticuerpos y estd mediada por los linfocitos. Este sis-
tema se denomina respuesta adquirida o de adaptacion, porque no s6lamente di-
ferencia lo propio de lo infectado, sino que también va dirigido hacia el invasor,
de forma que una combinacién de moleculas solubles (anticuerpos y citoqui-
nas), junto con linfocitos participan en la accién antiviral. Los linfocitos B se
producen en la médula ésea mientras que los linfocitos T se producen en el timo,
migrando ambos a los 6rganos linfoides secundarios (bazo y ndédulos linfaticos)
donde tiene lugar la respuesta inmune.

Las células T reconocen al antigeno a través de sus receptors de membrana TCR
(T cell receptor). El antigeno es degradado y procesado por las células presentado-
ras del antigeno a través de las moléculas del complejo principal de histocompatibi-
lidad (MHC). Existen dos subpoblaciones principales de linfocitos, CD4+ y CD8+.
Las células CD8+ reconocen a los antigenos de células infectadas con virus o a las
tumorales, destruyéndolas mediante la liberacion de proteinas que forman poros en
la célula diana y la induccién de factores que inducen apoptosis (muerte celular pro-
gramada). Los linfocitos CD4+ se activan al reconocer al antigeno expuesto en las
células presentadoras, secretando citoquinas capaces de favorecer una reaccion in-
flamatoria. Algo muy importante es que la respuesta inmune adquirida tiene memo-
ria, de forma que cuando el sistema queda expuesto a nuevas invasiones del mismo
patégeno, se desencadena una respuesta especifica que normalmente elimina la in-
feccion poco después de producirse. Los receptores de la respuesta adquirida que re-
conocen patégenos han sido creados mediante reordenacién genética durante la di-
ferenciacion de las células blancas de la sangre, llamados linfocitos.

Las repuestas innata y adquirida estan interconectadas y coordinadas por me-
canismos de sefializacion que les permite interaccionar mituamente. Existen una
serie de células (linfocitos derivados de la médula, células T de ayuda Th, células
B, NK, mononucleares, dendriticas, granulocitos, neutréfilos, entre otras) y de ci-
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toquinas (interferones tipo I y II, TNF, TGF, IL-2,-3-4-5-6-7-10-12-15-18, entre
otras), que definen tanto la respuesta innata como la adquirida. Estos marcadores
de activacion de la respuesta inmune se utilizan para diferenciar y definir el grado
de respuesta inmune frente a una infeccién o en un proceso de vacunacion.

Unas de las moleculas bioldgicas mas activas en la defensa antiviral de la
respuesta inmune innata son los interferones (IFN), que pertenecen a la familia
de citoquinas, proteinas que regulan procesos esenciales de comunicacién in-
tracelular. Debido a la relevancia de estas citoquinas, a su interés clinico y a mi
deseo por desentraiar los misterios de su modo de accidn, algo que vengo in-
vestigando desde hace muchos afios en proyectos cientificos financiados por ins-
tituciones americanas y europeas, quisiera exponer algunas caracteristicas de és-
tas moléculas que han sido pioneras en el descubrimiento de moléculas
bioldgicas con multiples actividades (actividad antiviral, antitumoral y regula-
dores del sistema inmune), como motor en el desarrrollo de la biotecnologia mo-
derna y llave que nos ha abierto la puerta a conocer las cascadas de sefaliza-
cion intracelular, desde su interaccién con el receptor en la membrana celular
al proceso de activacién en el nicleo de genes especificos y su capacidad para
controlar patégenos, regular el ciclo celular o la respuesta inmune.

LOS INTERFERONES COMO PRIMERA LINEA DE DEFENSA

Los interferones (IFNs) constituyen el ejemplo mas representativo de produc-
tos bioldgicos sintetizados por el organismo en cantidades muy pequefias, pero con
propiedades importantes. Actian en primera linea de defensa del organismo con-
tra infecciones virales, parasitarias y tumores. Junto con los llamados 7oll-like re-
ceptors (TLRs) descubiertos en estos ultimos afios, que son receptores de trans-
membrana de tipo I que reconocen moléculas conservadas de patdgenos,
constituyen la familia de receptores mas importante para detectar la presencia e ini-
ciar la defensa contra patdgenos. Los TLR son capaces de inducir la expresion de
citoquinas pro-inflamatorias, primar la inmunidad adquirida e inducir IFN. EI tra-
bajo desarrollado con los IFNs, dado su interés sanitario, ha servido como ejem-
plo de la rentabilidad de la investigacion bésica que demuestra que los fundamen-
tos de la investigacion aplicada se basan en avances del conocimiento cientifico.
Hoy en dia, los IFNs son uno de los productos biotecnoldgicos mas vendidos en
el mundo. Ya en el afio 1999, se fabricaron 3 kilogramos, valorados en 4.000 mi-
llones de ddlares, para el tratamiento de cdnceres, infecciones virales y enferme-
dades neurodegenerativas. La verdad es que los IFNs han sido el motor para que
la industria farmacéutica se interesara por la biotecnologia, con lo que ello ha su-
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puesto de cambio en el concepto tradicional de escalado y purificacién de produc-
tos bioldgicos. Han revolucionado ademds, la medicina hospitalaria, ya que al ser
una de las primeras sustancias naturales obtenidas por ingenieria genética, su ad-
ministracion en pacientes ha permitido establecer procedimientos de control y se-
guimiento, asi como de obtencion de datos farmacoldgicos, posteriormente aplica-
dos a otros productos bioldgicos obtenidos del organismo.

Pero, ;que son los IFNs? La historia préxima de su nocién comienza en 1957,
con el descubrimiento de cierta sustancia protectora contra los virus por Alick
Isaacs and Jean Lindeman, del Instituto Nacional de Investigaciones Médicas de
Londres (NIMR) (19, 20). Como la mayoria de los descubrimientos, éste nacid
de observaciones rigurosas y de la intuicién de los investigadores para perca-
tarse de la importancia de sus observaciones. El experimento inicial fue senci-
llo. Incubaron células de embrioén de pollo durante 24 horas en un medio de cul-
tivo con virus de la gripe, previamente inactivado por radiaciones ultravioleta.
Observaron que se liberaba de las células al medio de cultivo, cierto producto,
que cuando se afadia a células frescas procedentes de embriones de pollo, im-
pedia («interferia») la replicacidon de la estirpe salvaje y litica del virus de la
gripe. Es decir, las células asi tratadas quedaban totalmente protegidas contra la
infeccion por el virus gripal. Debido a que dicho principio activo «interferia»
(impedia) la replicacion virica se le bautiz6 con el nombre de interferon. La co-
munidad cientifica internacional comenzd a interesarse por la nueva molécula.
Se vié que su actividad bioldgica trascendia la funcidn antivirica para ejercer
también efectos antitumorales y reguladores del sistema inmune.

Con el tiempo se hall6 que no se trataba de una sola proteina. Habia un con-
junto de genes que codificaban distintos interferones (21, 22). Podemos reducir-
los a dos clases principales: el interferén de tipo I (alfa y beta) y el de tipo II
(gamma). EI IFN de tipo I lo producen todo tipo de células, mayoritariamente los
fibroblastos y células leucocitarias, en respuesta a infecciones viricas, inducidos
por la sintesis de RNA bicatenario como intermediario en la replicacion virica. El
IFN de tipo II lo fabrican los linfocitos Thl y células NK en respuesta a mitoge-
nos. Dentro del IFN de tipo I hay, a su vez, dos clases: el IFN-o, que procede de
una familia multigénica de 12 subtipos, y el IFN-B3, que estd codificado por un
solo gen. Los genes del tipo I se encuentran agrupados en el brazo corto del cro-
mosoma 9. En el tipo II, el IFN-y también esta codificado por un solo gen, loca-
lizado en el cromosoma 12. Esta diversidad de IFN anade complejidad a sus ac-
ciones finales y a los mecanismos involucrados en esos procesos. Una vez
producido, el IFN se libera de la célula actuando de forma autocrina y paracrina
para estimular su receptor en la célula infectada y en las células adyacentes.
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En los ultimos afios se ha elucidado el mecanismo de induccion de IFN por
virus y RNA bicatenario (23-25). El RNA bicatenario, producto de la replica-
cioén viral, probablemente liberado al medio por lisis de células infectadas se
une al TLR3 para estimular la transcripcién de IFN del tipo I a través de la ac-
tivacion de los factores IRF3 e IRF7, asi como por miembros de la familia de
NF-xB y AP1. Ademas, existen otras moléculas, identificadas recientemente
como RIG (retinoic acid-inducible gene) y MDAS (melanoma differentiation as-
sociate gene 5), que son helicasas con el dominio DexD/H, que al activarse por
RNA bicatenario activan también la produccién de IFN por la misma ruta de
IRF3 (21). Sin lugar a dudas, la célula ha desarrollado una serie de mecanismos
que responden a estrés causado por distintos agentes, como los virus, con la fi-
nalidad de estabilizarse hasta que el estrés haya desaparecido o si no para co-
meter suicidio en un intento de evitar la propagacién del virus en el organismo.
El entendimiento de los mecanismos moleculares por los que la célula decide
su viabilidad o muerte por apoptosis es un tema de gran interés en biologia.

Clonacion de los interferones y el resurgir de la biotecnologia

Durante la década de los afios setenta emerge la nueva genética molecular,
al obtenerse el primer DNA recombinante en 1972 por Paul Berg (Premio No-
bel de Quimica en 1980), y al demostrar Herbert Boyer y Stanley Cohen en
1973 que las bacterias podian servir para fabricar proteinas de interés, como la
insulina y la somatostatina. La aprobacién del primer farmaco producido por in-
genieria genética ocurre en 1980 y es la insulina humana, mientras que se aprue-
ba la primera vacuna recombinante contra la hepatitis B en 1986. En 1980, el
grupo de C. Weissmann, de Zurich, clonaba el primer gen del IFN de tipo I en
la enterobacteria Escherichia coli (26, 27). De inmediato hay un salto especta-
cular en el sector farmacéutico que, al disponer del IFN en cantidad, puede pen-
sar en aplicarlo como agente terapéutico contra virus y tumores. Como ocurrié
con la penicilina, fue EE UU el que tom¢ la antorcha de que el IFN era un pro-
ducto de gran interés farmacéutico.

Desde el nacimiento de la nueva biotecnologia, las compaiiias farmacéuticas
dependen de las biotecnolégicas como fuente principal de farmacos. Asi en los
ultimos diez afnos el nimero de farmacos biotecnoldgicos ha crecido considera-
blemente, existiendo en la actualidad unos 1.800 biofarmacos en desarrollo, con
340 en las ultimas etapas del desarrollo o pendientes de aprobacion, siendo el
36% de estos farmacos compuestos bioldgicos (vacunas, anticuerpos, proteinas
terapéuticas). Hay unos 370 farmacos y vacunas biotecnoldgicas en ensayos cli-
nicos, dirigidos contra mds de 200 patologias y unos 100 tests diagndsticos ba-
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sados en biotecnologia. Actualmente el 20% de todos los farmacos en el merca-
do se obtienen por procedimientos biotecnoldgicos. En el 2004 la FDA (Food
and Drug Administration) de EEUU aprob6 31 nuevas moléculas, la cifra mas
alta desde 1999. Si se analiza el afio 2002, de los 29 nuevos farmacos que se pu-
sieron en el mercado, 13 correspondian a EEUU, 8 a la UE y 7 a Jap6n. Se es-
tima que actualmente la facturacién mundial del sector biotecnoldgico asciende
a casi 30.000 millones de euros, y esta facturacion se incrementard significati-
vamente en los préximos afios. Un nuevo medicamento cuesta desarrollarlo unos
600 millones de euros, de los que el 65% son gastos en investigacion clinica. Por
ello el sector farmacéutico esta concentrado en 13 grandes empresas. Espafia a
pesar de ser la novena potencia econdmica mundial ocupa un lugar muy por de-
bajo en el sector farmacéutico y biotecnoldgico (informe Cotec, 2005).

La disponibilidad de la proteina IFN en estado puro y el interés por conocer
su mecanismo de accién, alentaron los pasos siguientes: desentrafiar la estruc-
tura de la proteina, conocer su interaccién con la membrana celular e identifi-
car las sefales intracelulares emitidas.

Para desvelar la estructura se recurre al andlisis de difraccion de rayos X. Se
supo asi que los IFN son proteinas que se asocian consigo mismas para formar
dimeros, con unién a dominios especificos. Posteriormente, gracias a la clona-
cion de los receptores de IFN de tipo I y II, se demostré que tales receptores
eran proteinas integrales de la membrana de tipo I (atraviesan una vez la mem-
brana plasmatica). Los receptores constan de una parte extracelular, implicada
en la unién a los IFNs, una parte transmembrana y una parte intracelular, nece-
saria esta Ultima para transmitir a la célula distintas sefiales (23).

Descubrimiento de la cascada de sefalizacion por interferones

Habia que identificar el mecanismo de accién de los IFNs. ;Cémo pueden unos
factores solubles ejercer acciones tan dispares y, a la vez, tan especificas? Aunque
se ha avanzado bastante en la respuesta, persisten muchos cabos sueltos. Fruto del
empefio investigador, conocemos las cascadas de sefializacion que llegan desde la
membrana de la célula y terminan en la induccién de mdltiples genes del nucleo.
De forma elegante, el grupo de George Stark, Sandra Pellegrini e lan Kerr, de la
Fundacién Imperial de Investigaciones Oncoldgicas de Londres, y el de James Dar-
nell del neoyorquino Instituto Rockefeller, consiguieron a finales de los afios ochen-
ta y comienzo de los noventa, descifrar los procesos moleculares mediante los cua-
les los IFN, tras unirse al receptor, activan la transcripcién de genes especificos,
genes que determinan su propia funcionalidad (28). Conocemos ya los mecanis-
mos ligeramente distintos empleados por los IFNs de tipo I y de tipo II.
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Ficura 1. Cascada de sefializacion inducida por los interferones.

La sefializacion inducida por el tipo I consta de varios pasos. En una primera eta-
pa la llegada de IFN-o. o IFN-f3 provoca la heterodimerizacion del receptor. Este pro-
ceso desencadena una cascada de fosforilaciones en tirosinas, en la que intervienen
diversas proteinas mediadoras (TYK2, JAK1, STAT1 y STAT?2), petenecientes a la
familia de proteina quinasas Janus y de sefiales activadoras de la transcripcion (STAT:
signal transducers and activators of transcription). En virtud de la fosforilacion
JAK1/TYK?2, las proteinas STAT1 y STAT2, pueden formar dimeros y, con esa for-
ma, alcanzar el niicleo después de su interaccion con el factor IRF-9. Instalado en el
nucleo, el dimero constituido por ambas proteinas STAT junto a IRF-9 (complejo
proteico llamado factor ISGF3) se comporta como un factor de transcripcion espe-
cifico de secuencia, estimulando la expresién de un conjunto de genes mediante su
unién a la secuencia ISRE (interferon-sequence responsive elements).

El proceso difiere un poco en respuesta a IFN-y. Las dos subunidades de los re-
ceptores de IFN-y se encuentran separadas; una subunidad interacciona con JAK1 y
la otra con JAK2, dos quinasas de tirosinas. La llegada del IFN-y a las células indu-
ce la dimerizacion de cada una de las subunidades del receptor. Esto posibilita que
JAK1 y JAK?2 se encuentren lo suficientemente cerca como para activarse por fos-
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forilacion. JAK1, activada por autofosforilacién, puede en ese estado fosforilar y ac-
tivar a JAK2. La fosforilacion de las tirosina quinasas promueve el reclutamiento de
STAT1 (que reconoce a las tirosinas fosforiladas de las JAKs y se une a ellas).

La proteina STAT1 constituye la siguiente victima de la cascada de fosforila-
cién inducida por IFN-y. Una vez fosforilada, STAT1 forma homodimeros; éstos,
igual que ocurria con los los heterodimeros STAT 1 y 2, pasan al niicleo, donde
actiian como factores de transcripcion que regulan la expresion de mudltiples ge-
nes (22, 29, 30). Se estan descubriendo otras cascadas de sefalizacion indepen-
diente de JAK-STAT que tambien intervienen en respuesta a los IFNs (21).

El descubrimiento del mecanismo de sefializacioén en respuesta a IFN, pio-
nero en ese ambito de la biologia molecular, puso las bases para el conocimiento
de la sefalizacién mediada por otras citoquinas (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
ect, hasta cerca de 30 distintas), que ejercen funciones clave en la defensa del
organismo frente patégenos y tumores.

Los genes inducidos en la fase de transcripcion por los IFN serdn los respon-
sables tltimos de los efectos ejercidos por las citoquinas. Asi, los distintos IFN in-
ducirdn la sintesis de diferentes conjuntos de proteinas (unas comunes, otras parti-
culares para cada caso). Mediante ensayos con «chips» de DNA se han identificado
entre 100 y 200 genes inducidos en respuesta a cada una de las tres clases de IFNs,
o, B, 0y (31). Esto nos da una idea de la complejidad y especificidad de las res-
puestas ejercidas por tales factores. Probablemente, esta complejidad aumente cuan-
do dispongamos en detalle del andlisis transcripcional completo de los aproxima-
damente 25.000 genes que se expresan en el genoma humano. Hasta estos ensayos,
so6lo se tenia constancia de la induccién por los IFN de una treintena de proteinas,
cuya mision particular se ignoraba en la mayoria de los casos.

Entre las proteinas inducidas por IFN cuya accién estd comprobada, las hay
con propiedades antivirales como la proteina quinasa activada por RNA bicate-
nario, PKR, las proteinas Mx, la 6xido nitrico sintetasa (iNOS) o la familia de
27-5"-oligoadenilato sintetasas, mas conocidas como 2-5A, antitumorales (como
PKR, IRF-1, p21), o proteinas con capacidad de regular distintos aspectos de la
respuesta inmunitaria (complejo principal de histocompatibilidad, LMPs, TAPs)
entre otras muchas (21, 32).

Descubrimiento del modo de accion de los interferones

En la década de los 70, el grupo de investigacion del Instituto Nacional de
Investigaciones Médicas (NIMR) en Londres, entre los que me encontraba, aco-
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metimos una serie de experimentos que llevaron a la demostracién de que el in-
terferén inhibia la replicacion virica en el proceso de traduccion del RNA men-
sajero. Se cuestionaba por entonces el cardcter proteinico del IFN y que sirvie-
ra para algo. Junto con David Metz, trabajando en el mismo laboratorio donde
se habia descubierto la existencia de la molécula publicamos un articulo en Na-
ture y posteriormente otros varios, que demostraron su modo de accién a nivel
de iniciacion en la sintesis de proteinas, lo que di6 un impulso importante a di-
chas moléculas (33). Ademads, en colaboracién con el grupo de lan Kerr en el
mismo Instituto, sacamos a la luz entre 1971 y 1974 una serie de trabajos que
consolidaron al IFN como un regulador de la sintesis de proteinas (34-37). Dos
de las rutas implicadas en esa accidn son las que afectan a la enzima PKR y al
sistema de las 2-5A sintetasa/RNasa L.

La proteina quinasa PKR como mediador antiviral y antitumoral
de los interferones

La PKR es un importante mediador de las acciones de los IFNs. Se ha de-
mostrado que participa en su accién antivirica y antitumoral. PKR es una pro-
teina de 551 amino 4cidos codificada por un gen tnico, localizado en el cro-
mosoma 2p21, con un dominio quinasa serina/treonina en el extremo C-terminal.
En particular, la PKR ejerce una accién antivirica frente a virus RNA y DNA,
como el virus de la inmunodeficiencia humana, el virus vaccinia, el virus de la
estomatitis vesicular, el virus de la encefalomiocarditis, entre otros (38). En nues-
tro laboratorio del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) del CSIC, hemos
demostrado que esta enzima inhibe al virus vaccinia bloqueando la sintesis de
proteinas, reduciendo la formacién de particulas virales, provocando la muerte
celular por apoptosis y activando la induccion de genes especificos involucra-
dos en respuesta inmune, proliferacion y apoptosis (40-49). Valoraremos mejor
la importancia de la proteina quinasa PKR en la respuesta antivirica si adverti-
mos que muchos virus (VIH, virus de la gripe, reovirus, virus de la hepatitis C,
herpesvirus, adenovirus, entre otros) usan diversas estrategias para bloquear la
sintesis o0 accion de la enzima, contrarrestando asi sus efectos deletéreos para la
replicacién virica (25).

La exquisita sensibilidad de PKR como antiviral viene ayudada por el hecho
de necesitar de RNA bicatenario para activarse. EIl RNA bicatenario no se en-
cuentra normalmente en las células, y se produce como intermediario durante la
replicacién virica, de esta forma PKR se activa selectivamente durante la in-
feccion del virus. Para que se produzca la activacion de PKR es suficiente que
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el RNA tenga una estructura bicatenaria entre 30-85 pares de bases. La interac-
cién con RNA bicatenario provoca que la PKR forme homodimeros y que se
autofosforile en residuos de serina/treonina, incluyendo los residuos de treoni-
na en las posiciones 446 y 451 (39, 40).

Como se menciond anteriormente, una de las formas de actuacion de PKR es
mediante la inhibicién de la sintesis de proteinas. Una vez activada, PKR fosfori-
la a la subunidad pequefia del factor de iniciacion eucaridtico 2, (elF-2c) en la se-
rina 51. Esta fosforilacién da lugar a la formacién de un complejo inactivo com-
puesto por elF-2-GDP vy el factor elF2B, que origina la rdpida inhibicién de la
sintesis de proteinas. El factor e[F2B se encuentra en cantidades limitantes en la
célula por lo que su secuestro e inactivacion por la fosforilacién de elF-2o con-
lleva a la inhibicion generalizada de la sintesis de proteinas. El factor elF-2 es un
heterotrimero compuesto de tres subunidades (o,3,y) que funcionan por su asocia-
cién con GTPy el iniciador met-tRNAi para formar el complejo ternario. Este com-
plejo lleva el met-tRNAIi a la subunidad ribosémica 40S junto con otros factores
traduccionales incluyendo elF-3 para formar el complejo de preiniciacion 43S. Este
complejo 43S/elF se asocia con el mRNA cerca del extremo 5'm7 G-cap y avan-
za en direccién 37 hasta encontrar el triplete de iniciacion AUG en el contexto de
la secuencia apropiada de Kozak. Una vez que este codon ha sido reconocido, GTP
unido a elF-2 se hidroliza en una reaccion catalizada en parte por el factor elF-5.
A continuacion, met-tRNAi se libera del complejo ternario para iniciar la sintesis
de la cadena peptidica naciente, y el factor elF-2 se disocia del complejo de ini-
ciacién 43S. El GDP, asociado con el factor libre elF-2, se intercambia por GTP
mediante la actividad del complejo eIlF2B, que es un heteropentimero compuesto
por las subunidades (o, B, v, 0, €). Después de este intercambio, elF-2 se incorpo-
ra en un nuevo complejo ternario para comenzar nuevos ciclos de iniciacion (41).

Ademas de regular la sintesis de proteinas, PKR también modula la accién de
uno de los factores claves en transcripcidn, el factor NF-kB, regulando asf la ex-
presion de diversos genes anti y proapoptdticos. En nuestro laboratorio hemos con-
tribuido a definir el mecanismo de activacién de NF-kB por PKR (42-45). NF-
kB, descubierto por el premio Nobel David Baltimore, es un dimero compuesto
de diversos factores de la familia de proteinas Rel/NF-xB, que se activa en res-
puesta a muy diversos estimulos; por ejemplo citoquinas proinflamatorias, infec-
cién por virus o bacterias, o diferentes tensiones, quimicas o fisicas (46, 47).

Demostramos que en presencia de PKR entra en accion el factor NF-xB a tra-
vés de la regulacion del complejo IxkB quinasa (IKK), en el que tambien intervie-
nen los factores TRAF-2 y TRAF-6 (miembros de la familia del factor de necro-
sis tumoral) (44, 48). Una vez unidos PKR y TRAF se activa el complejo IKK,
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Ficura 2. Cascada de seiializacion inducida por la proteina quinasa PKR, un regulador
de la replicacion viral y de la proliferacion celular.

éste fosforila a la protefna inhibidora IxB, que en condiciones normales se halla
unida al dimero NF-xB reteniéndole de manera inactiva en el citoplasma. La fos-
forilacién de IxB, posibilita su reconocimiento por el proteasoma, un complejo con
actividad protedsica responsable de la degradacion de IkB. Al degradarse IkB, NF-
kB queda libre y puede alcanzar el nucleo, regulando la expresion de diversos ge-
nes que intervienen en la respuesta inmunitaria, o decidir el destino (muerte o su-
pervivencia) de las células. Asi, la funcién de la proteina PKR no abarca sélo la
regulacién de la traduccidn, sino también la de la transcripcion. Aunque el papel
esencial de NF-kB es inducir la transcripcion de genes de defensa, su activacion
por PKR va a inducir también la transcripcion de genes pro-apoptdticos, un con-
cepto dificil de asumir hasta que publicamos nuestras observaciones en 1999.

Ademads de NF-kB, otros investigadores han observado que PKR regula tam-
bién a la proteina quinasa 6 activada por mitégenos, MKK®6, a los factores nu-
cleares asociados con RNA bicatenario, llamados NFAR, y a la proteina quina-
sa p38, MAPK. Otra molécula que interacciona con PKR es el producto del gen
asociado a diferenciacion de melanoma (mda-7, tambien llamado 1L-24), un po-
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tente supresor de tumores; esta interaccién conlleva la induccién de apoptosis.
Ademads de estas interacciones, PKR juega un papel relevante en cascadas de
sefalizacién involucradas en muerte celular, como STAT-1, p53, ciclina B,
PDGF, IRF-1, ASK-1(38). Entender cémo la PKR provoca la muerte celular por
apoptosis se discutird a continuacién, pues esto ha supuesto una contribucién
importante de mi grupo de investigacion en una serie de trabajos que publica-
mos entre 1994 y 2005 (40-49, 54, 57-59). El impacto de PKR en biologia ce-
lular, desde su accion antiviral hasta sus efectos antiproliferativos y posibles
aplicaciones terapéuticas, ha sido objeto de una revision reciente por mi grupo
(Garcia, M.A y col, 2006, Microbial Mol. Biol. Reviews, 70, 1032-1060).

Induccion de apoptosis por la proteina quinasa PKR

En 1994, descubrimos en nuestro laboratorio, que el gen de la PKR era ca-
paz de inducir la muerte celular programada o apoptosis lo que explicaba la ac-
cioén antiviral y antitumoral de los IFN (49). La apoptosis es un programa ge-
nético de muerte celular, que presenta caracteristicas propias: condensacion y
fragmentacion del DNA, de distintos orgdnulos y de la membrana plasmatica,
descomposicion de la célula en vesiculas, cuerpos apoptéticos y disgregacion
nuclear. La apoptosis desempefa una mision importante en diversos aspectos de
la vida, que van desde el desarrollo embrionario, hasta el dia a dia del organis-
mo; elimina células no funcionales, dafiinas, peligrosas, o simplemente produ-
cidas en exceso. La induccién de apoptosis podria ser, sugeriamos entonces, un
mecanismo que ligase la quinasa PKR con su capacidad antivirica (sirviendo
para liberar al individuo de células infectadas por virus) y antitumoral (contri-
buyendo a la eliminacién de células tumorales).

La apoptosis se pone en marcha mediante la activacion proteolitica en cas-
cada de las caspasas, familia de proteasas, que se encuentran en las células en
un estado inactivo (50). Existen dos cascadas principales, una desencadenada en
respuesta a seflales paracrinas o autocrinas provocadas por ligandos y recepto-
res de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), y otra causada por di-
versos estimulos lesivos de la mitocondria, que convergen en la activacion de
las caspasas efectoras, 3, 6 y 7 (50-58).

La ruta inducida por ligandos de la familia del TNF empieza mediante la oli-
gomerizacion de los receptores de la familia del TNF (o receptores de la muerte),
que reclutan a diversas moléculas adaptadoras. El objetivo final es la captacién y
autoprocesamiento de la caspasa 8, que se activa asi y permite el procesamiento
de las demads caspasas. En la otra gran via de induccién de apoptosis, intervienen
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diversas sefiales que convergen en la mitocondria. El dafio producido en el orga-
nulo provoca la liberacion al citoplasma de moléculas diversas. Por ejemplo, del
citocromo c, que puede unirse y activar a APAF-1, una molécula citosélica adap-
tadora. El complejo resultante APAF-1/citocromo ¢ puede incorporar y activar a la
caspasa 9, que pone en marcha la activacion de las caspasas efectoras.

Durante los tltimos afios nos hemos centrado en el mecanismo de induccién
de apoptosis por la enzima PKR. Mediante el uso de mutantes dominantes ne-
gativos especificos para la via de fosforilacion de elF-20. o de induccién de NF-
kB, hemos comprobado que ambas rutas estdn implicadas en la apoptosis pro-
movida por PKR. De ello se desprende que, a través de la regulacion de la
traduccion y de la transcripcion, la proteina PKR modula la expresién de un
conjunto de genes que desembocan en la induccidén de apoptosis.

El andlisis de los mecanismos implicados en la muerte celular programada
debida a la enzima PKR, nos ha llevado a descubrir que la caspasa 8 constitu-
ye la proteasa clave de este proceso (45, 58, 59). La capasa 8 se activa duran-
te la apoptosis, inducida por PKR, en presencia de la molécula adaptadora
FADD, un mediador comun utilizado por diversos receptores de la familia del
receptor TNF. Sin embargo, en el caso de la apoptosis inducida por la quinasa
PKR, parece que la activaciéon de la molécula FADD no depende de los recep-
tores TNF, sino de un mecanismo atipico (aun por descubrir el receptor), simi-
lar al observado recientemente para la apoptosis derivada del tratamiento con
cicloheximida, del estrés de radiacion ultravioleta o del tratamiento con agua
oxigenada. Los resultados obtenidos hasta la fecha sittian a la enzima PKR como
un mediador destacado de diversos procesos bioldgicos. Activada por multiples
estimulos, regula la sintesis de proteinas y la transcripcién de genes especificos
que determinan la pervivencia o muerte celular.

El entendimiento de cémo PKR regula el crecimiento y muerte celular pue-
de proporcionar nuevas oportunidades terapéuticas dirigidas a combatir proce-
sos infecciosos, tumorales y enfermedades neurodegenerativas, mediante el di-
seflo de farmacos que activen o repriman la accién de PKR (60, 61). Estas
investigaciones estdn en marcha en nuestro laboratorio.

El sistema de 2-5A sintetasa/RNasa L como antiviral y antitumoral
de los interferones

Como hemos dicho, las acciones del IFN se deben a multiples genes. En el caso
de su misién antivirica intervienen ademds, multiples vias. Una de estas vias es el
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sistema de la 2-5 A (62). Se trata de una ruta multienzimatica, compuesta por tres
sintetasas (AOS1-OAS3), cuya transcripcion se induce por IFN, y una endoribo-
nucleasa, la RNasa L (63-65). Igual que acontecia con la enzima PKR, la eficacia
de este sistema frente a las infecciones viricas depende de la capacidad de las 2-
5A sintetasas de activarse en respuesta a la presencia de RNA bicatenario.

Una vez activadas, las 2-5A sintetasas intervienen en la sintesis de 2°-5"oligo-
adenilatos utilizando ATP, unos dcidos nucleicos peculiares y Unicos en la natura-
leza, pues los oligémeros de 4cido adenilico, (px5°A (2°p5°a)n, donde x=1-3 y n>
2) tienen la unién 27°-5"en lugar de la 3°-5 caracteristica de las moléculas de RNA.
Compete a los oligoadenilatos unirse, provocar la dimerizacién y poner en funcio-
namiento la RNasa L que se encuentra latente en las células y es un enzima tnico
de 83 kDa. El gen humano de RNasa L. (RNASEL) se localiza en el cromosoma
1925, el locus HPC1 (hereditary prostate cancer 1 gene) (66, 67) La RNasa L ac-
tiva causa la degradacion masiva de RNA mensajero (viricos y celulares) y de RNA
ribosémicos, con la inhibicién consiguiente de la sintesis de proteinas en las célu-
las infectadas y la apoptosis de éstas, que explicaremos enseguida. Semejante sis-
tema ha demostrado tener una notable capacidad antiproliferativa y antivirica con-
tra el VIH, el virus vaccinia, el virus EMCV vy el virus de Coxsackie.

En el ano 1997, demostramos que la RNasa L también posefa capacidad in-
ductora de apoptosis, lo que ponia sobre el tapete la redundancia en las acciones
ejercida por los IFN (68, 69). Otros grupos revelarian luego que ambas enzimas
(PKR y RNasa L) intervenian en la apoptosis inducida por causas muy diversas,
ademas de controlar la infeccién virica (70). Para obtener mas informacion sobre
los mecanismos moleculares por los que RNasa L induce apoptosis, hemos gene-
rado vectores que expresan tanto la RNasa L. como la 2-5 oligoadenilato sinteta-
sa y demostrado en células en cultivo que la RNasa L induce apoptosis por acti-
vacion de caspasas 2, 8, 9 y que la activacion de la RNasa L es un evento que
ocurre antes de la aparicion de apoptosis y que requiere la accién de la mitocon-
dria. En esencia, hemos demostrado recientemente que la activacién de la 2-5A
sintetasa por RNA bicatenario virico produce los oligonucleétidos 2-5 A que ac-
tivan a la RNasa L lo que produce una degradacion del RNA celular, antes de que
se induzca la apoptosis. Al comienzo de la apoptosis, tanto la RNasa L. como la
2-5A sintetasa se localizan en el citoplasma y en la mitocondria, pero al iniciarse
la apoptosis, ambas enzimas se trasladan a la mitocondria. Como consecuencia de
la activacién de RNasa L se produce la degradacion de RNA, con la consiguien-
te inhibicién en la sintesis de proteinas que, directa o indirectamente, activa a las
caspasas. La activacion de las caspasas 2, 8, 9 provoca la rotura de sustratos apop-
téticos y da lugar a la accion orquestada del programa de muerte celular. Una vez
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Ficura 3. Activacion de la proteina RNasa L, un regulador de la replicacion viral
y de la muerte celular.

que las caspasas se han activado, la mitocondria sufre cambios morfoldgicos y fi-
sioldgicos caracterizados por la liberacion de citocromo c¢ al citoplasma, pérdida
del potencial de membrana, asi como la generacién de especies reactivas de oxi-
geno (ROS), con el resultado final de muerte por apoptosis (71).

La importancia del sistema RNasa L en defensa viene reflejado por los es-
tudios recientes que han observado que la RNasa L estd involucrada en ciertos
tumores de cancer de prostata, al producirse mutaciones en el gen celular RNA-
SEL que alteran la actividad de la enzima (67). Estd claro que la mitocondria
juega un papel central en apoptosis, a través de mecanismos interrelacionados
que provocan alteraciones en el transporte de electrones, fosforilacion oxidati-
va y produccién de ATP, junto con liberacién de proteinas que inducen activa-
cién de la familia de proteasas, las caspasas, y alteracién del potencial redox.
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Evasion de los virus a la accion de los genes de defensa inducidos
por los interferones

Teniendo en cuenta que el IFN constituye la primera linea de defensa del or-
ganismo para luchar contra infecciones viricas (15, 72), no sorprende que los
virus hayan desarrollado estrategias para evadir la accién del IFN. En trabajos
pioneros propusimos en 1984 (73) que la resistencia del virus vaccinia al IFN
era debida a la induccién de genes viricos especificos, que contrarrestaban el
efecto de las enzimas 2-5A sintetasa y de la proteina PKR. En estos ultimos
afios se ha demostrado la existencia de genes de poxvirus capaces de bloquear
la accién del IFN a varios niveles (74, 75). Asi, se han identificado productos
de genes del virus vaccinia que son analogos al receptor del IFN de tipo I (gen
B18R), y al receptor del IFN de tipo II (gen B8R). Dichos productos viricos se
liberan al medio extracelular por las células infectadas y compiten con los re-
ceptores celulares en su unién a los IFNs. Asimismo, los productos de los ge-
nes E3L y K3L del virus vaccinia interfieren con la accion de los IFN. El gen
E3L codifica para una proteina de 25 kDa que se une especificamente al RNA
bicatenario. Esta proteina de 25KDa compite con la PKR y la 2°-5"-A oligoa-
denilato sintetasa por el ligando restringiendo su activacién y por lo tanto la in-
hibicién de la traduccion (76-79). El segundo producto virico que interfiere con
la accién del IEN es el codificado por el gen K3L (80). Este gen expresa un po-
lipéptido de 10.5 kDa que en su regién carboxi-terminal presenta una gran ho-
mologia con el factor de iniciacién elF-2o.. De una forma similar al caso ante-
rior, la proteina virica 10.5 KDa compite con el factor de iniciacién elF-20. como
sustrato para la proteina PKR. El resultado es una disminucion en la fosforila-
cion del factor eIF-20. y por lo tanto una disminucion en el bloqueo de la tra-
duccion.

A raiz del descubrimiento con los Poxvirus de la presencia en su geno-
ma de genes que interferian con la acciéon de los IFNs, posteriormente se de-
mostré en otros virus animales la existencia de genes viricos capaces de inter-
ferir con la accién del IFN, dirigidos mayoritariamente contra la enzima PKR
(25, 72). Asi, en adenovirus, el gen VA1-RNA (160 nucleétidos) bloquea la ac-
tivaciéon de la PKR. En el virus Epstein-Barr los genes EBER1 y EBR2 actian
como VA2 de adenovirus. La proteina NS1 del virus de la gripe previene la ac-
tivacién de PKR. Asimismo, el virus de la polio provoca la degradacién de PKR
durante la infeccién. El virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) tie-
ne dos elementos reguladores de la proteina PKR, la secuencia TAR que activa
y la proteina TAT que inhibe la acciéon de PKR. En reovirus la proteina 63, ac-
tda como un inhibidor de PKR, por unién de RNA bicatenario. El virus de la
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hepatitis C codifica dos proteinas, una es E2, que es un seudosustrato y actia
como un inhibidor competitivo de la actividad PKR sobre el factor elF-20., y la
otra es NS5A involucrada en unién a PKR e inhibicion de su dimerizacién. En
el caso del virus herpes, el principal antagonista de PKR es la proteina ICP34.5
que actiia por reclutamiento de una fosfatasa que defosforila elF-20., mientras
que otra proteina US11 de herpes, actia por unién a RNA bicatenario, inhi-
biendo la accién de PKR, al igual que las proteinas TRS1 y IRS1 del citome-
galovirus humano.

Trabajos en mi laboratorio nos han permitido demostrar que la proteina E3L
del virus vaccinia inhibe tanto a la accion de la proteina quinasa PKR como a la
accion del sistema 2-5A sintetasa/RNasa L (42, 78). También hemos demostrado
que otras proteinas virales inhiben la accién de la PKR, como son el producto del
gen MC159L del virus molluscum contagiosum (81), la proteina A179L del virus
de la fiebre porcina africana (82), el ORF5 del virus que produce el sindrome res-
piratorio reproductivo del cerdo (SRRC) (83). Recientemente hemos demostrado
que la proteina LANA2 del virus humano herpes 8 causante del sarcoma de ka-
posi (HHVS), inhibe la accién de PKR (84). En un trabajo mas reciente en Ge-
nes and Development (2006), hemos demostrado un nuevo mecanismo de eva-
sion viral para los alfavirus (Sindbis y Semliki), por el que la forma subgendémica
26S mRNA virica, con una estructura en forma de horquilla (hairpin loop) en su
extremo 5 localizada después de la sefial iniciadora AUG, sitda al ribosoma en
su lugar correcto permitiendo la iniciacién en la sintesis de proteinas y asi evi-
tando a la accién de la PKR, un fendmeno que ocurre atin en presencia de nive-
les muy altos de fosforilacion del factor de iniciacién elF-2c

La importancia bioldgica de PKR queda resefiada por el hecho de que se han
identificado varias proteinas celulares que actiian como activadores o inhibidores
de PKR. Entre los activadores estd la proteina PACT/RAX (85), que se une a los
dominios de unién de RNA bicatenario. Entre las proteinas celulares inhibidoras
de la accion de PKR estdn p58-IPK (86) que se induce durante la infeccién con
el virus de la gripe y por choque térmico; la proteina p67 que hemos demostrado
se asocia a PKR e inhibe la fosforilacion de elF-2o (87) y la proteina TAR que
se une a los dominios de unién de RNA bicatenario en PKR (25).

Mediante la utilizacion de ratones deficientes en PKR e infeccion con virus
herpes o de la gripe carente en genes de interferencia con PKR, como ICP34.5
y NSI1, se ha demostrado que esta enzima juega un papel fundamental en de-
fensa del organismo contra infecciones. PKR parece que juega un papel impor-
tante en cancer ya que células que sobreexpresan un mutante dominante nega-
tivo inducen tumores en ratones desnudos (25, 38, 42).
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En estudios recientes y en colaboracién con los grupos de Manuel Serrano
(CNIO) y de Carmen Rivas (Facultad de Farmacia, Universidad Complutense
en Madrid) hemos identificado un nuevo mecanismo de accién de los genes su-
presores de tumores, como p53 y ARF, al actuar también como inhibidores de
la replicacion viral (88, 89). La regulacion de la replicacion viral se produce por
interacciéon de ARF con la proteina nuclear nucleofosmina; esta proteina nor-
malmente se une a PKR y la bloquea. Durante la infecciéon con un virus, se in-
duce ARF que desplaza a la union PKR-nucleofosmina, por lo que PKR una vez
liberada se activa por RNA bicatenario viral con la consiguiente inhibicion de
la replicacién viral. El impacto de genes supresores de tumores en defensa an-
tiviral estd siendo objeto de una revision.

Hacia el descubrimiento de nuevos genes inducidos por las enzimas
de defensa, PKR y 2-5A sintetasa/RNasa L

Es indudable que los multiples efectos asignados a las enzimas PKR y sis-
tema 2-5A sintetasa/RNAasal. no se deben a la contribucién de un solo gen,
sino a un complejo de genes. Aunque se ha implicado a varios factores trans-
cripcionales como IRF-1, IRF-3 e incluso p53 en la apoptosis inducida por PKR,
sin embargo no se conoce el conjunto de genes que se activan por PKR en un
proceso de replicacion virica. Para identificar a los genes celulares que se in-
ducen en respuesta a estas enzimas en la infeccién, hemos recurrido a la tecno-
logia de «chips» de DNA que contienen mas de 15.000 genes humanos. En un
estudio reciente (90), hemos observado que un total de 111 genes se regulan es-
pecificamente por la actividad catalitica de PKR, de los cuales la expression de
97 genes estd aumentada, mientras que la expression de 14 genes estd dismi-
nuida. Nueve de los genes activados codifican proteinas involucradas en adhe-
sion cellular, tres genes con papel de inmunomoduladores y 19 genes en meta-
bolismo y sefalizacion. Ademds, 21 genes estan implicados en transcripcion y
11 en traduccién. La trascripcidon de los genes que codifican dos subunidades
del proteasoma estd también aumentada. La transcripcion de genes con funcio-
nes de inhibicién de la induccién de apoptosis por PKR, como las proteinas de
choque térmico, la familia Hsp70, estd reprimida. Entre los genes involucrados
en apoptosis por la accion de PKR hemos identificado la caspasa 9 y el factor
transcripcional ATF-3. ATF-3 actda como un sensor que interacciona con p53
en condiciones de estrés celular, bloqueando su ubiquitinizacion; también au-
menta la actividad de la caspasa 3,y su sobreexpresion confiere actividad anti-
tumorigénica, especialmente en cancer colorectal. Las implicaciones bioldgicas
de estos estudios es que alguna de las actividades antitumorales de los interfe-
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rones deben de estar relacionadas con la expression de ATF-3, por lo que éste
factor puede ser una buena diana para conocer la eficacia terapéutica en pa-
cientes tratados con IFN. La utilizacién de «chips» en combinacién con ensa-
yos geneticos y bioquimicos permitird definir el papel de cada uno de los ge-
nes inducidos por PKR en el proceso de muerte celular por apoptosis y
desarrollar estrategias que permitan su control.

En relacion al sistema 2-5A sintetasa/RNasa L, hemos iniciado en el labora-
torio la identificacidon por «chips» de los genes humanos inducidos durante el
proceso de apoptosis que ocurre durante la infeccién con virus recombinantes
de vaccinia que expresan RNasa L y 2-5A oligoadenilato sintetasa.

Aplicaciones clinicas de los interferones

Conocer los mecanismos precisos de induccidon de apoptosis por la quinasa
PKR y otras proteinas inducidas por los IFNs servird para mejorar los trata-
mientos terapéuticos efectuados con los. La disponibilidad de diferentes tipos
de IFN ha posibilitado la realizacién de una amplia serie de tratamientos clini-
cos en humanos. En ellos ha quedado patente su eficacia contra enfermedades
viricas, tumores y enfermedades neurodegenerativas (91).

Los IFNs se han hecho imprescindibles en oncologia clinica. Se aplican en
leucemias (mielocitica crénica, de célula pilosa), mieloma multiple, linfoma non-
Hodgkin, melanoma, carcinoma renal, sarcoma de Kaposi y papilomas. A ellos
se recurre también en enfermedades de origen virico (hepatitis B y C), sindro-
me agudo respiratorio, y se usan experimentalmente frente al VIH. Sin olvidar
su aplicacion creciente en enfermedades neurodegenerativas como esclerosis
multiple o esclerosis lateral amiotréfica (92). La combinacién de los IFNs con
otras terapias estd contribuyendo a potenciar su actividad antivirica y antitumo-
ral (93). Sin embargo, debido a los multiples efectos que induce en una célula,
no es sorprendente que estemos aun lejos de administrar estas moléculas de for-
ma optima, teniendo en cuenta las diferencias que se producen a nivel de ex-
presion génica entre individuos. Por ello se esta tratando de regular la accién de
enzimas inducidas por los IFNs, como PKR, ya que en estudios recientes se ha
observado su activacién en varias patologias, como Alzheimer, Parkinson, Hun-
tington y en la anemia de Fanconi. También se ha correlacionado el cancer de
préstata con la activacion de RNasa L. As{ pues, se inicia una nueva era en me-
dicina clinica dirigida a activar o inhibir la accién de genes inducidos por IFN,
con la finalidad de 6ptimizar la aplicacién terapéutica de estas moléculas bio-
l6gicas tan potentes.
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Resulta gratificante para quienes trabajamos en este campo, observar como,
después de casi 50 afos, lo que se alegé era un artefacto, ha resultado ser una
realidad que alivia y controla distintas patologias. El conocimiento del amplio
espectro de genes inducidos por los IFNs por técnicas de «biochips», y el ahon-
dar en las implicaciones funcionales de cada uno de ellos, servira en un futuro
para racionalizar las terapias. Todas estas aplicaciones clinicas se fundaran, como
ha ido ocurriendo hasta ahora, en el avance de la ciencia bésica y clinica.

Aunque el papel inicial asignado a los IFNs fue su accién antivirica de am-
plio espectro, inhibiendo tanto a virus RNA como DNA, hemos comprobado,
sin embargo, que estas moléculas juegan un papel esencial en la activacién de
la respuesta inmune. Hoy en dia se estdn combinando los IFNs y otras citoqui-
nas con adyuvantes y vacunas para potenciar la repuesta inmune frente a deter-
minados antigenos y expandir la poblacién de células B y T protectoras. A con-
tinuacion trataré sobre la utilizacién de vacunas como complemento a los IFNs
y como estrategia para aumentar las defensas del organismo en contra de patd-
genos y tumores. Una de las vacunas mds eficaces ha sido la usada contra la vi-
ruela. Actualmente, recombinantes basados en el virus de la vacuna se estdn uti-
lizando como vacunas contra otras enfermedades. Describiré a continuacion los
logros alcanzados con el virus vacunal, asi como futuras aplicaciones.

LAS VACUNAS COMO SEGUNDA LINEA DE DEFENSA
DEL ORGANISMO

He descrito a los IFNs como primera linea de defensa del organismo contra
agresiones externas como son los patégenos y he mencionado al principio, que
ademas de esta barrera el organismo dispone de otra que requiere mds tiempo
para su activacion. Se trata de la respuesta inmune humoral y celular, que ac-
tda como segunda linea de defensa contra los patégenos y que su activacion por
procedimientos de vacunacién ha permitido controlar globalmente grandes en-
fermedades.

Descubrimiento del proceso de vacunacion: la erradicacion de la viruela

La erradicacion de la viruela en 1980, la mas devastadora de todas las enfer-
medades de la especie humana, que afecté a un décimo de la poblacién mundial,
fue posible gracias al programa de vacunacion masivo coordinado por la OMS, y
ha constituido uno de los mayores logros sanitarios a nivel mundial (94-99). Ha
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sido la primera enfermedad erradicada de nuestro planeta. Hay que considerar que
s6lo en el siglo XX sucumbieron a esta enfermedad mds de 300 millones de per-
sonas. Las razones del éxito del programa fueron las siguientes: el huésped de la
viruela es el hombre, s6lo hay un serotipo, no produce infeccion persistente, se pue-
de diagnosticar tempranamente, la enfermedad es localizada, las manifestaciones
subclinicas no son fuente de contagio, la vacuna confiere proteccion duradera, es
barata y estable, y no hay barreras culturales o sociales frente a la infeccion.

El éxito de la vacunacién obviamente no hubiera sido posible sin la contribu-
cién de quién descubrié la vacunacién contra la viruela mediante la inoculacién
de material aislado de la ubre de las vacas que producia lesiones en las manos de
las personas que las ordefiaban. Fue esta observacion la que utilizé el médico in-
gles Edward Jenner para demostrar en 1796 que de la lesién producida en las ma-
nos de Sarath Nelmes (una ordefiadora que se habia contagiado con la enferme-
dad de la ubre de las vacas, llamada Cow-pox), se podia extraer un material que
al ser introducido por escarificacion en el brazo del nifio de ocho afios James
Phipps, se producia una proteccion contra viruela como lo demostré por posterior
inoculacién al nifio de material obtenido de pustulas de personas infectadas con
viruela. Este procesé lo repiti con otros 23 casos, consiguiendo proteccién total
contra viruela (98, 99). Los resultados de estos trabajos de vacunacién los publi-
c6 Jenner en un libro en 1798, ya que no le permitieron su publicacion en la re-
vista cientifica Transactions of the Royal Society. Este es un ejemplo tipico de lo
dificil que es introducir nuevos conceptos en la sociedad cientifica y transgredir
moldes previamente establecidos (100). Se le acusé jocésamente de convertir a
las personas inoculadas con material de las vacas en monstruos con cabeza de
vaca. El proceso de vacunacion masiva lo aplicé el médico espafiol Francisco Ja-
vier Balmis que, utilizando el método de Jenner, inicié una expedicién en 1803 a
las colonias espafiolas de Ultramar y consiguié vacunar hasta 1810 a unas 500.000
personas. La expedicion de Balmis a América Central y del Sur, asi como a Fili-
pinas, auspiciada por la Corona Espafiola, ha sido uno de los acontecimientos mas
relevantes en la historia de la conquista de la viruela (aunque poco divulgado), y
una gran aportacion de la medicina espaiiola a la lucha contra enfermedades (101).
Como investigador que lleva trabajando mds de 30 afios en la biologia del virus
que fue utilizado como vacuna contra la viruela, me produce un gran orgullo re-
cuperar la memoria histérica de Balmis. La expedicién y vacunacién en masa en
zonas con alta mortandaz por viruela es el claro ejemplo de solidaridad entre los
pueblos, a lo que Balmis contribuy6 de forma decisiva.

El hito histdrico de la erradicacion de la viruela, se ve agravado por el peligro
de que la viruela vuelva a emerger por medio de actos terroristas (102). Afortu-
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nadamente, en el mundo sélo se puede trabajar con el virus de la viruela en dos
centros, el Centro de Enfermedades Infecciosas de Atlanta, en EE UU, y el Cen-
tro Vector en Novosibirsk en Rusia. La investigacion que se realiza en ambos cen-
tros con el virus de la viruela estd bajo control de la OMS, con asesoramiento de
un Comité de expertos internacionales, entre los que me encuentro. Existe una
moratoria de la OMS para destruir la coleccion de virus de la viruela existentes
en EE UU y Rusia tan pronto como se considere que se han desarrollado méto-
dos de diagnéstico, drogas antivirales y vacunas de nueva generacion con menos
efectos secundarios, que garanticen totalmente el control de la infeccién en el caso
de que la viruela pudiera re-emerger, bien por bioterrorismo o a través de la in-
feccion por virus muy relacionados, como la viruela de monos.

El interés por seguir estudiando el virus de la viruela y los miembros de la
familia Poxvirus a la que pertenece, estriba en la carencia de conocimiento que
se tiene acerca de cdmo este virus produjo una enfermedad tan letal y, por otro
lado, en la posibilidad de utilizar los Poxvirus como herramientas para produ-
cir vacunas contra otras muchas enfermedades humanas y animales. Analizare-
mos aspectos relevantes sobre el virus y su uso como vacuna.

Caracteristicas de los Poxvirus

Los Poxvirus forman la familia mds compleja de virus animales con DNA,
encontrandose ampliamente distribuidos en la naturaleza (103). La familia Pox-
viridae esté dividida en dos subfamilias, Chordopoxvirinae y Entomopoxvirinae,
dependiendo de si el rango de hospedador son vertebrados o insectos. La fami-
lia Chordopoxvirinae estd compuesta por ocho géneros: Avipoxvirus, Capripox-
virus, Leporipoxvirus, Molluscipoxvirus, Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Suipox-
virus y Yatapoxvirus. Los miembros de un mismo género estdn antigénica y
genéticamente relacionados teniendo una morfologia semejante. La subfamilia
de Chordopoxvirinae infecta a numerosas especies, como ratén, conejo, cerdo,
cabra, vaca, camello, btfalo, elefante, mono y hombre, y la subfamilia Ento-
mopoxvirinae a una gran variedad de insectos. La enfermedad mixomatosis pro-
ducida por miembros del género Leporipoxvirus es prevalente en Europa, con
un alto indice de mortandad. De hecho esta propiedad la utilizé el investigador
Frank Fenner para llevar a cabo el primer experimento de control biolégico con
la introduccién de la mixomatosis europea en animales de campo en Australia
para evitar una excesiva multiplicacién de conejos.

Sélamente los miembros del género Orthopoxvirus 'y Molluscipoxvirus in-
fectan a la especie humana, aunque los Poxvirus de oveja, cabra y vaca pue-
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den infectar a humanos por contacto directo con lesiones. Aunque la viruela
causada por variola major ha sido erradicada, sin embargo los demds miem-
bros de Poxvirus se mantienen en la naturaleza infectando a sus hospedado-
res. De hecho, en el afio 1970 se identificaron los primeros casos humanos de
infeccién por el virus de los monos (monkeypox) y el nimero de casos ha ido
en aumento con mds de 500 descritos desde 1996, aunque no hay evidencia
de que la infeccion por monkeypox produzca una enfermedad como la virue-
la. Mas de 30 casos de infeccién en humanos por monkeypox se han dado en
EE UU en 2002 como resultado de la importacién de roedores de Africa, afec-
tando a diez Estados (104). La infeccion por monkeypox es zoondética, proba-
blemente se trasmite por via respiratoria, se asemeja a la viruela pero difiere
genéticamente y por las propiedades bioldgicas y epidemioldgicas, con me-
nores tasas de mortandaz, entre el 10-15% de los infectados. La secuenciacion
del genoma de monkeypox ha demostrado que no es un virus ancestral de vi-
ruela, sino una especie dnica.

Se han secuenciado los genomas de mds de 50 aislados en distintos conti-
nentes obtenidos en personas infectadas con el virus de la viruela. Actualmen-
te el diagndstico epidemiolégico de los Poxvirus se realiza por técnicas de am-
pliacién génica por PCR/RFLP y su secuenciacidon nucleotidica, asi como por
diferencias en reactividad contra distintos anticuerpos monoclonales y policlo-
nales dirigidos contra proteinas especificas. Hay que tener en cuenta que la po-
blacion estd desprotegida, puesto que la prictica de la vacunacién contra virue-
la ha sido suspendida en todos los paises. La mejor forma de prevencién es
disponer de todas las herramientas que permitan su control. Hoy en dia existen
muy pocos antivirales especificos contra Poxvirus, como los interferones, meti-
sazona (N-metilisatin B-tiosemicarbazona), rifampicina, ribavirina, cidofovir y
derivados ciclicos, pero su eficacia en humanos no ha sido demostrada (105).
Mediante el conocimiento de la biologia molecular de Poxvirus y andlisis es-
tructural se podrdn disefiar compuestos con especificidad frente a proteinas esen-
ciales en la cascada de replicacion virica. Por motivos de seguridad, es necesa-
rio producir al menos tres compuestos que inhiban selectivamente mds de un
proceso replicativo virico (ejem., inhibidores de proteasa, de topisomerasa, de
DNA polimerasa, de morfogénesis, etc.).

El estudio de los Poxvirus ha permitido hacer avances importantes en in-
munologia y en biologia celular. De hecho el nacimiento de la inmunologia
tiene sus bases en la vacunacién contra viruela. Fueron los primeros virus en
utilizarse como vacuna (frente a viruela), y el nombre de vacunacion fue uni-
versalizado por Louis Pasteur por derivarse la primera vacuna de pustulas ob-
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tenidas en la ubre de las vacas (del latin vacca, se derivé el nombre de va-
cuna) y extender, junto con Robert Koch, el término a la vacunacién pre-
ventiva contra otros agentes. Fueron los primeros virus animales en ser vi-
sualizados microscépicamente, cultivados, cuantificados en células, y
definida su composicién quimica. Ademads, los estudios bioquimicos sobre es-
tos virus sirvieron para demostrar que los retrovirus contienen una enzima
llamada transcriptasa inversa, que otros virus con RNA en su genoma conte-
nian la enzima RNA polimerasa, que les servia para copiar sus genomas, y
que la mayoria de los RNA mensajeros (mRNA) virales y celulares conteni-
an en su extremo 3" una secuencia de poli A (entre 50-200 residuos de ade-
nosina) y en su extremo 5” una estructura llamada cap (m7GpppN). Toda la
maquinaria enzimdtica necesaria para copiar el DNA a mRNA (proceso de
transcripcién) se encuentra formando parte de la particula virica (103). Estu-
dios posteriores demostraron que esta familia de virus codifica una serie de
genes cuya funcion es evadir la respuesta del sistema inmune frente a la in-
feccion (106). Estos mecanismos de evasioén han sido posteriormente identi-
ficados en otros virus. Los Poxvirus también fueron los primeros virus ani-
males en los que se demostré que en su genoma se podian incorporar genes
de otras especies y producir virus recombinantes (107, 108). Estos virus re-
combinantes estdn siendo utilizados en fase experimental como posibles va-
cunas contra un amplio espectro de enfermedades humanas infecciosas y tu-
morales. Analizaremos a continuacidn la estructura del virion y su replicacion
en la célula infectada.

El ciclo replicativo de Poxvirus

Las particulas virales tienen el mayor tamafio de los virus animales, entre
270-350 nm, pudiendo verse con el microscopio 6ptico. Basicamente, la infec-
cion se inicia con la unién del virus a la membrana celular por accion de varias
proteinas virales, entrada del nucleoide viral («core») en el citoplasma, desnu-
damiento del «core» por mecanismos atn desconocidos, expresion génica, re-
plicacién del DNA y morfogénesis. El virus que contiene un DNA de doble ca-
dena con los extremos sellados penetra por fusién de membranas, como lo
demostramos hace bastantes afios. Se libera el nucleoide («core») que sintetiza
mRNA tempranos, seguido por la replicacién concatemérica del DNA viral con
sintesis de mRNA intermedios y posterior producciéon de mRNAs tardios que
requieren la cooperacion de factores celulares para dar lugar a las proteinas es-
tructurales. Se inicia el proceso de ensamblaje y formacion de particulas infec-
tivas (103).
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Ficura 4. Ciclo replicativo de los poxvirus, cuyo representante mas caracteristico es el virus
de la viruela. En la microsocopia confocal se puede observar una célula infectada con gran
cantidad de particulas virales (en verde).
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A diferencia de otros virus, existen dos formas infectivas, llamadas virus in-
tracelular maduro (IMV) y virus extracelular con envuelta (EEV) que se identifi-
can claramente con el microscopio electronico. Estas dos formas infectivas se di-
ferencian en el nimero de membranas que adquieren del huésped. Asi, en el
proceso de formacién del IMV, hay una serie de estadios intermedios que inclu-
yen la adquisicién de membranas del compartimento intermedio celular (ERGIC),
formacién de crestas con espiculas, agrupamiento en particulas inmaduras (IV)
que van adquiriendo mayor densidad con la incorporacién del DNA viral y su em-
paquetamiento. El DNA se incorpora a la particula IV por un proceso todavia des-
conocido, probablemente a través de un poro. La incorporacion secuencial de pro-
tefnas viricas seguido del procesamiento proteolitico de proteinas del nucleoide,
determinara la formacion de la primera y mas abundante forma infectiva viral, el
virus intracelular maduro (IMV). Algunos de los IMV utilizan microttibulos para
llegar al area de Golgi y poder adquirir una segunda doble membrana, dando lu-
gar a la particula llamada virus intracelular con envuelta (IEV), que es transpor-
tado a la periferia de la célula por microtibulos. En contacto con la membrana
celular, la membrana externa del IEV se fusiona con la membrana plasmatica y
se libera de la célula como virus extracelular con envuelta (EEV), que es la se-
gunda forma infectiva virica (109). Muchas de estas particulas permanecen aso-
ciadas a la membrana celular dando lugar a la formacién de colas de actina que
propelen al virus unido a la membrana hacia otras células donde inicia una nue-
va infeccién (110). La formacién de colas de actina la inicia la proteina del virus
A36R y esta controlada por varias proteinas celulares como N-WASP, Nck, WIP
y kinasas de las familias Src/Abl, entre otras (111).

En la membrana externa del EEV se encuentran seis proteinas virales que
son Unicas y que no se encuentran en el IMV. Estas proteinas son producto de
los genes: hemaglutinina (A56R, gp86), F13L (p37), BSR (gp42), A34R (gp22-
24), A36R (p45-50) y A33R (gp23-28). La delecion de los genes FI3L o B3R,
asi como la represion del gen A27L reduce de forma drastica la formacion de
IEV. El EEV representa menos del 1% del total de la progenie virica produci-
da en la infeccidn, pero participa de forma muy activa en la diseminacién a lar-
ga distancia del virus en el huésped, mientras que el IMV juega el papel mds
importante en la transmision del virus célula a célula.

Mediante crio-microscopia electrénica y reconstruccion tomografica hemos de-
finido la estructura del virus vaccinia en su forma infectiva de virus intracelular
maduro o IMV (360x270x250 nm) con una resolucion de 4-6 nm (112). Esta for-
ma infectiva que es la mayoritaria durante la infeccidn, se caracteriza por tener
una membrana externa lipidica (5-6 nm de grosor), debajo de la cual hay dos cuer-
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FiGura 5. Morfologia del virus vacunal a una resolucion de 4-6 nm obtenida por crio-microscopia
electronica y tomografia. Se puede observar la membrana externa con protuberancias
y en su interior el nucleoide que contiene el DNA de unas 200 kb.

pos laterales constituidos por material heterogéneo sin aparente estructura, y mas
internamente existe un nucleoide o core rodeado por dos capas que tienen un gro-
sor de unos 18-19 nm; la mas externa de estas capas contiene proyecciones de es-
piculas agrupadas en forma hexagonal, y la mas interna es consistente con una
membrana lipidica de 5-6 nm. En el core se observan poros que pueden servir
para exportar el RNA mensajero durante el proceso de transcripcion del genoma
viral. Actualmente estamos tratando de definir la estructura del virus inmaduro
(IV) para entender el proceso de organizacion de membranas en el virus.

Aproximadamente unas 100 proteinas forman parte de la estructura de IMV.
En el proceso de maduraciéon del IMV se piensa que sélo las protefnas vira-
les forman parte del virién, aunque nuestros estudios de proteémica sobre la
composicién del IMV indican la presencia de algunas proteinas celulares. En
el caso del EEV se ha demostrado la presencia de proteinas celulares, mayo-
ritariamente receptores, que se incorporan a la membrana del EEV, debido al
reclutamiento de la membrana del Golgi. El proceso replicativo dura entre las
12-24 horas, con produccién de un gran nimero de particulas infectivas (unas
10.000 por célula), lo que nos da una idea sobre la capacidad infectiva del
virus de la viruela.
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El genoma de Poxvirus

Los Poxvirus contienen un genoma de DNA que varia en tamaifio, desde
130.000 nucledtidos (caso de Parapoxvirus) a 300.000 nucledtidos (caso de Avi-
poxvirus). El primer genoma de Poxvirus se secuencié en 1990, teniendo el ge-
noma del virus vaccinia estirpe Copenhague 191.636 pares de bases.

Desde entonces se ha determinado la secuencia completa de unos 50 represen-
tantes de los distintos géneros de la familia Poxviridae (113). Una caracteristica del
genoma de Poxvirus es que la molécula de doble hélice del DNA tiene los extre-
mos sellados covalentemente, por lo que en condiciones desnaturalizantes formaria
un circulo. Las dos cadenas del DNA tienen en sus extremos una secuencia idénti-
ca que esta repetida pero opuestamente orientada, formando telémeros. Estos tel6-
meros, que se mantienen conservados en todos los miembros de la familia, son ri-
cos en secuencias A+T y no pueden formar una perfecta estructura apareada entre
las bases. Hay una region adyacente al extremo de unos 100 pares de bases que es
necesaria para la resolucién de las formas concateméricas del DNA en el proceso

Ficura 6.  El DNA del virus vacunal fotografiado mediante microscopia electronica, en
comparacion con el DNA del adenovirus, que es unas seis veces menor en tamaro.
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de duplicacion. En los Orthopoxvirus, a continuacion de esta region hay una serie
corta de secuencias repetidas en tindem, separadas entre si por segmentos homolo-
gos de unos 250-350 pares de bases. El nimero de repeticiones varfa entre miem-
bros de la familia y en funcién del nimero de bases. En los extremos se encuentran
localizados la mayor parte de los genes no esenciales para la replicacion del virus
y los que estdn involucrados en la defensa, mientras que en las regiones internas del
genoma abundan los genes que codifican proteinas estructurales (103).

Especialmente importante ha sido la obtencién de la secuenciacion comple-
ta de los genomas de variola, en sus formas virulenta (variola major) y ate-
nuada (variola minor o alastrin), lo que ha permitido iniciar estudios de pato-
geneidad para entender por qué estos virus causaron tan alta tasa de mortandaz
en la poblacién. La comparacién entre las secuencias del virus vaccinia (con
185 posibles genes) y variola (con 186 posibles genes) ha permitido demostrar
que ambos virus comparten 150 genes con una identidad del 90% (114). En
comparacioén con vaccinia, variola tiene algunos genes truncados, otros fusio-
nados y sus extremos codifican algunas proteinas Unicas, aunque presentes en
otros miembros de poxvirus. Los métodos actuales de secuenciacion de geno-
mas virales han reducido notablemente el tiempo en descifrar la secuencia de
nucledtidos de un virus aislado, de un afio en 1990 a unas cinco horas en 2005.
El estudio de la funcionalidad de los genes de variola major aportard informa-
cioén relevante sobre la viruela.

Respuesta inmune frente a Poxvirus

La capacidad de los poxvirus por inducir una respuesta inmune protectora se
conoce desde la antigiiedad, con la practica de la variolizacion (proceso utiliza-
do en China basado en el uso de pustulas secas de pacientes infectados con vi-
ruela que se aplicaba a personas sanas). Esta préctica se utiliz6 de forma mds
segura por Jenner con la introduccion de la vacunacion a finales del siglo XVIII.
La vacuna tradicional en humanos contra la viruela, basada en el virus vacci-
nia, se administraba por inoculacién en la dermis con una aguja bifurcada con-
teniendo una suspension del virus vaccinia, lo que daba lugar a una papula a
los 3 a 5 dias y rdpidamente se formaba una vesicula y luego una pustula que
alcanzaba su maximo tamafio a los 8-12 dias. A continuacioén se formaba una
costra que se separaba de la piel a los 14-21 dias dejando la tipica sefial epi-
dérmica. Normalmente se produce una pequefia fiebre cuando aparece la pustu-
la acompafiada de hinchazén de los ganglios adyacentes. Ocasionalmente se pro-
duce viremia entre los 3-10 dias y el virus se puede aislar de las amigdalas. En
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1967 se inici6 una campafia de vacunacién masiva de la poblacién contra la vi-
ruela, utilizando como vacuna una estirpe del virus vaccinia. Esta campana cul-
miné en 1980 con la declaracidn por la OMS de la erradicacion de la viruela de
nuestro planeta (97). El éxito fundamental de esta campaiia fue la existencia de
una vacuna con capacidad para inducir una fuerte respuesta inmune que con-
trolaba el proceso infectivo.

Entre los mecanismos de inmuno-proteccién juegan un papel importante tanto
la respuesta humoral, por activacién de linfocitos B, como la celular por activacién
de linfocitos T. La produccién de anticuerpos neutralizantes del isotipo IgG e IgM
es una caracteristica de la infeccion y es fundamental en proteccién, como se ha
demostrado mediante transferencia pasiva de inmunogobulinas procedentes de ani-
males vacunados a animales sanos y posterior inoculacién de una dosis letal del
virus vaccinia. En los individuos vacunados contra viruela se ha observado la per-
sistencia de anticuerpos neutralizantes durante mas de 20 afios. Entre los antigenos
de vaccinia que inducen anticuerpos neutralizantes estan los productos de los ge-
nes A27L, A33R, B5R, DSL, H5R y LIR. Nuestro grupo fue el primero en demos-
trar protection frente al virus vaccinia con el antigeno purificado A27L (115). Por
otro lado, la vacuna induce memoria inmunoldgica caracterizada por la activacion
de linfocitos T. Se ha observado con ratones a los que se les han inactivado genes
del sistema inmunolégico, o a los que se les han transferido células especificas,
que la activacién de linfocitos CD4+, CD8+ y de células asesinas NK es necesa-
ria para la proteccion contra Poxvirus. A pesar de la multitud de antigenos virales,
se conoce muy poco acerca de las proteinas que inducen una respuesta celular y
menos atn sus dominios antigénicos. Estudios recientes indican que las células den-
driticas juegan un papel importante en la presentacion antigénica y en el estable-
cimiento de la memoria inmunoldgica frente a Poxvirus (116, 117).

Ademas de la induccién de una respuesta inmune adquirida, que se produce
entre unos tres dfas y dos semanas después de la inoculacién viral, la infeccion
con Poxvirus induce una respuesta celular inmediata del huésped (respuesta in-
nata), caracterizada por la produccién de moléculas inmuno-moduladoras, como
los interferones de tipo I y II, IL-12, TNF-alfa, Fas y otras. De hecho, con el
virus vaccinia se demostrd por primera vez que la produccién de RNA bicate-
nario durante la infeccién era responsable de la produccion de los IFN. Ademds,
posteriormente se demostré que estas moleculas son potentes activadores de la
apoptosis. El primer éxito terapettico del interferon fue obtenido frente a lesio-
nes oculares producidas por el virus vaccinia en conejo.

Con la implementacion de la metodologia de microarrays de DNA conte-
niendo 15.000 genes humanos, nuestro grupo ha identificado los genes celula-
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res que se inducen o reprimen durante la infeccién con un Poxvirus (118, 119).
Hemos demostrado que en el proceso de infeccion viral, la mayorfa de los ge-
nes celulares activados por la infeccion se reprimen (en un 90%), mientras que
un nimero reducido de genes aumentan su expresién. Hemos identificado uno
de estos genes celulares de la familia WASP (sindrome de Wiskott-Aldrich),
como necesario para la propagacién del virus en tejidos animales, al estar im-
plicado en la formacién de colas de actina y propulsion del virus de una célula
a otra (120). También hemos identificado los genes celulares que se inducen
cuando la infeccién se produce por virus atenuados derivados del virus vacci-
nia, como MVA y NYVAC, que infectan a las células humanas pero son inca-
paces de propagarse (121). En este caso se pueden observar diferencias entre
los genes que se inducen por la estirpe virulenta en relacion con la atenuada, lo
que tiene interés para el uso de estos virus como vacunas.

Utilizacion de Poxvirus recombinantes como vacunas contra distintas
enfermedades

La demostracion en 1982 por los grupos de Bernie Moss y de Enzo Paolet-
ti en EE UU de que en el genoma del virus vaccinia se podia incorporar de for-
ma estable una gran variedad de genes procedentes de otras especies y que por
inoculacion de estos virus recombinantes a animales se les podia conferir pro-
teccidn frente a un patégeno, supuso una revolucion en el campo de las vacu-
nas (107, 108). Por primera vez se considerd que un Poxvirus se podria utilizar
como posible vacuna contra otros patdégenos, siempre y cuando no provocara
efectos secundarios y dicha vacuna demostrara su eficacia. Ademds, la expe-
riencia de campo acumulada con la prictica de la vacunacion contra viruela ha-
cia posible que vacunas basadas en Poxvirus pudieran tener una amplia distri-
bucién mundial.

Los fundamentos para producir un Poxvirus recombinante se basan sencilla-
mente en generar un pldsmido de insercién que contiene el gen de interés flan-
queado por regiones codificadoras de un gen no esencial del Poxvirus, como el
gen timidina quinasa o hemaglutinina y un gen marcador, como la B-galactosi-
dasa o la proteina verde fluorescente (GFP). El gen de interés tiene su expre-
sién controlada bajo un promotor fuerte que se activa a tiempos tempranos y
tardios en la infeccion. Mediante un proceso de infeccion de células animales
en cultivo con un Poxvirus seguido de la introduccién del plasmido de inser-
cion por transfeccion, se produce durante unas 24h un proceso de recombina-
cion especifica de secuencia entre las regiones flanqueantes del plasmido de in-
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sercion y el locus homdlogo del gen viral. El aislamiento de virus recombinan-
tes se realiza por seguimiento del gen marcador que, si es B-galactosidasa, se
detecta por la produccién de placas de color azul en presencia de su sustrato, o
si es GFP, por la fluorescencia verde. Existe una gran variedad de marcadores,
tanto enzimaticos como antibidticos para la seleccién de virus recombinantes
(122). Para el uso de estos vectores como vacunas en humanos se requiere que
el gen marcador no esté presente en el virus recombinante, por lo que en estos
casos se utilizan plasmidos en los que el gen marcador se elimina por recom-
binacion homdloga entre los sitios flanqueantes.

El éxito de la utilizacion de vacunas basadas en Poxvirus recombinantes se
demostrd en los estudios de campo llevados a cabo en Europa y EEUU con un
virus recombinante de vaccinia que expresaba la proteina de la envuelta del vi-
rus de la rabia. Se observé que la administracidon de esta vacuna en cdpsulas co-
mestibles inducia una respuesta inmuno-protectora contra la rabia en animales
que transmiten la enfermedad, como el zorro (123). De esta forma se ha gene-
rado una gran variedad de virus de Poxvirus recombinantes contra enfermeda-
des virales (gripe, encefalitis, enteritis, fiebres hemorragicas, hepatitis, sida),
bacterianas (neumonias), parasitarias (malaria, leishmania), tumorales (melano-
ma, adenocarcinoma, tumor prostitico), que se encuentran en fase de experi-
mentacién clinica.

Para evitar algunos efectos no deseados que se observaron en las campafias
de vacunacion contra la viruela, se han generado virus recombinantes altamen-
te atenuados y seguros para la vacunacién contra patogenos y tumores (124-
126). Uno de los candidatos que estd en experimentacion clinica en fase I/II es
el virus vaccinia modificado de Ankara, (MVA), que fue obtenido después de
mads de 500 pases seriados en células primarias de embrién de pollo y que fue
administrado a mds de 120.000 personas en Alemania durante la campaifia de
vacunacion contra la viruela. Estudios recientes han demostrado que la inocu-
laciéon de MVA recombinante que expresa antigenos del virus de la inmunode-
ficiencia humana (VIH) confiere proteccion contra la enfermedad producida en
simios por un hibrido (SIVH) del virus de la inmunodeficiencia de simio (SIV)
conteniendo antigenos del VIH. Actualmente hay una serie de ensayos clinicos
en humanos contra malaria, sida y tumores utilizando virus recombinantes de
MVA en combinacién con otros vectores.

Estudios pioneros de vacunacion frente a malaria, en los que participd nuestro
laboratorio junto con los grupos de Ruth Nussenzweig y Fidel Zavala en New
York University Medical Center y de Peter Palese en Mount Sinai de NY, de-
mostramos en una serie de publicaciones que se podia expandir la poblacién de
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células T CD8+ especificas para el antigeno CS (cincunsporozoito) por adminis-
tracion sucesiva de dos vectores y que el orden de administracion era fundamen-
tal para obtener proteccion frente a Plasmodium yoelii (127). Establecimos que si
se lleva a cabo un protocolo de inmunizacién con una primera inoculacién de un
vector del virus de la gripe (influenza) que expresa el epitopo de CS especifico
para células T CD8+, seguido al cabo de dos semanas por una segunda inocula-
cién con un vector de Poxvirus (vaccinia o MVA) que expresa la proteina com-
pleta CS, se produce al cabo de 10 dias una ampliacién de la respuesta celular
CD8+ especifica frente a CS que induce proteccion (90%) frente a la forma in-
fectiva del parasito, esporozoitos de Plasmodium yoelii que producen la malaria
murina. La proteccion se correlaciond con un alto grado de respuesta celular es-
pecifica contra la proteina del circunsporozoito (CS) de plasmodio. Demostramos
que este procedimiento de inmunizacién combinada de distintos vectores (pri-
me/booster) inducia una respuesta inmunoldgica de tipo Thl (caracterizada por la
produccién de las citoquinas IFN-y y IL-12), mateniendo la presencia de linfoci-
tos citotoxicos CD8+ durante largos periodos de tiempo que aun protegian (en un
60%) contra malaria (128, 129). Este procedimiento de prime/booster para ex-
pansion de células CD8+ ha sido confirmado por otros grupos utilizando como
primera inoculacién vectores que pueden ser DNA, proteinas, seudoparticulas, 6
virus atenuado expresando el gen de interés, seguido de una segunda inoculacién
con un MVA recombinante que expresa el mismo gen. Estos protocolos de pri-
ming/booster estan sido aplicados a otros sistemas de vacunacion contra patdge-
nos y ampliamente aceptados como regimenes de inmunizacion eficaz. Estos re-
sultados, han servido para aumentar el interés de los Poxvirus como vacunas, ya
que el proceso de priming/booster con vectores heterélogos ha demostrado su efi-
cacia en distintos modelos animales. Ademas, recientemente hemos demostrado
que es posible inducir una fuerte respuesta inmune en mucosas frente a antigenos
del VIH mediante la inoculacién por via respiratoria de recombinantes del virus
de la gripe y de MVA (130). Tambien hemos demostrado que es posible proteger
contra leishmaniasis visceral y cutdnea en procedimientos de prime/boost con vec-
tores de DNA y recombinantes del virus vaccinia, estirpes WR y MVA, que ex-
presan el antigeno LACK de L. infantum ( (131, 132),

(Qué ocurre en el proceso de prime/booster? Hemos propuesto que durante
la primera inoculacién (priming) se produce una activaciéon moderada de linfo-
citos T CD8+ especificos frente a unos pocos epitopos del antigeno, y que des-
pués de la segunda inoculacién con el Poxvirus recombinante (booster) expre-
sando el mismo antigeno, se producce una expansion de la poblacion de células
T CD8+, ademas del efecto priming en células inmunoldgicamente virgenes. Las
células que fueron activadas en la fase inicial reaccionan mds rapidamente y se
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FiGura 7. Proteccion frente a leishmaniasis en modelo murino mediante la inmunizacion sucesiva
con DNA'y un virus atenuado de vaccinia (estirpe MVA), en la que ambos vectores expresan el antigeno
LACK de L. infantum. Ratones Balb/c fueron inoculados primero con un vector de DNA-LACK seguido
al cabo de 3 semanas por una segunda inoculacion con el vector MVA-LACK en distintas dosis. Dos
semanas mas tarde se produjo el desafio con promastigotes de L. major, y el grado de infeccion por
medida de la lesion en la pata fue seguido en el tiempo. En la figura se observa que se ha producido
proteccion en los ratones inmunizados con la combinacion DNA-LACK/MVA-LACK.

expanden. Actualmente el grupo que lidera el espafiol Pedro Alonso estd lle-
vando a cabo ensayos clinicos en Mozambique con una vacuna basada en la
proteina CS fusionada al antigeno de la hepatitis B junto con un adyuvante, ob-
teniendo un 50% de proteccidn frente a casos de malaria en la poblacién de ni-
flos menores de cinco afios (133). Es predecible que estos porcentajes puedan
aumentar por inmunizacién de distintos vectores expresando el mismo antigeno
0 con una combinacion de otros antigenos de Plasmodium.

Loégicamente cuando se utilizan vectores viricos se produce una respuesta in-
mune frente al vector que reduce su capacidad inmunogénica cuando se utiliza
el mismo vector como booster. La respuesta inmunoldgica que se produce fren-
te al vector se puede evitar mediante el uso de vectores basados en géneros de
Poxvirus distintos, ya que hay una pobre reactividad cruzada entre ellos. Esta
respuesta inmune frente al propio vector estd disminuida en mutantes cuya re-
plicacién en células humanas se limita a la fase temprana, como avipoxvirus, o
que s6lo completan un ciclo de replicacién sin progenie como MVA. Es prede-
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Ficura 8. Activacion de la respuesta inmune celular en ratones inmunizados en procedimientos
de prime/boost con varias combinaciones de los vectores de DNA y del virus vacunal (estirpes
vacunales MVA 'y NYVAC) que expresan cuatro antigenos (gp120/Gag-Pol-Nef) del VIH-1 subtipo
B. Mediante el ensayo de ELISPOT se mide el niimero de células T secretoras de IFN-gamma en
esplenocitos de ratones inmunizados y que han sido estimulados con mezclas de péptidos de 15
amino dcidos, con 11 amino dcidos solapantes, y que representan la secuencia completa de los
cuatro antigenos (Env/Gag-Pol-Nef) del VIH-1.Se observa una buena y amplia respuesta inmune
celular inducida por la combinacion de vectores DNA/virus vacunal (MVA y NYVAC).

cible que en pocos afios se utilicen vacunas basadas en vectores de Poxvirus
contra una gran variedad de enfermedades.

Actualmente hay una serie de ensayos clinicos basados en Poxvirus recombi-
nantes contra distintas enfermedades. En el caso del SIDA, hay varios ensayos cli-
nicos que utilizan vectores recombinantes basados en virus atenuados de vaccinia
que contienen multiples deleciones en el genoma viral como MVA y NYVAC, o
virus de canarios y pollos que no producen progenie en células humanas (para in-
formacion adicional ver http://chi.ucsf.edu/vaccines). Nuestro laboratorio participa
en el proyecto europeo de desarrollo de una vacuna contra el SIDA (www.euro-
vacc.org), para lo cual hemos generado y patentado virus recombinantes de MVA
que expresan en un mismo locus viral los genes env/gag-pol-nef del VIH proce-
dente de aislados europeo (serotipo B) y asidtico (serotipo C) y que inducen en

283



MaRriANO ESTEBAN RODRIGUEZ

modelos animales una respuesta inmune especifica de células T CD8+ frente a las
distintas proteinas del VIH (Gémez y col. 2006, en prensa).

Con la colaboracién de EuroVacc, se han completado ensayos clinicos en
fase I con los vectores de DNA y NYVAC que expresan los cuatro antigenos
del VIH, subtipo C, habiéndose observado en voluntarios sanos que la inmuni-
zacion es segura y que produce una alta respuesta inmune celular frente a los
antigenos del VIH. En 2007 se iniciardn ensayos en fase I con el subtipo B como
vacuna profildctica y terapéutica, y es predecible que se lleven a cabo ensayos
clinicos en fase IIb en 2007/2008 con la combinacién DNA/virus vacunal. En
los préximos afios conoceremos la eficacia de la vacunacién utilizando Poxvi-
rus recombinantes, administrados solos o en asociacion con otros vectores. Aun
considerando que los ensayos clinicos con los candidatos vacunales actuales
frente al VIH se desarrollaran satisfactoriamente, todavia tendremos que espe-
rar hasta al menos el afio 2012 para lanzar una vacuna contra el SIDA.

Hacia una nueva generacion de vacunas basadas en Poxvirus

Debido a que la familia de Poxvirus codifica proteinas que interfieren con el
sistema inmune para evadir las defensas del organismo (106), es importante me-
jorar la capacidad inmunogénica de estos vectores y producir vectores de nue-
va generacion con mayor capacidad para estimular respuestas inmunes frente al
antigeno recombinante. Los vectores como MVA carecen de varias protefnas in-
munomoduladoras, pero atin contienen otras capaces de contrarestar el sistema
inmune. Si queremos hacer uso optimo de estos vectores es necesario eliminar
estos genes o afiadir otros que co-faciliten dicha respuesta. Nuestro grupo ha de-
mostrado que se puede mejorar el comportamiento del vector MVA frente al
VIH mediante la incorporacién en el genoma viral de genes inmunomodulado-
res, como las citoquinas IL-12, IFNYy y el factor GM-CSF. En el proyecto euro-
peo del que soy Coordinador, tenemos como objetivo el identificar los genes de
MVA que una vez delecionados produzcan un incremento de la respuesta in-
mune frente a recombinantes de dicho vector.

Los mecanismos inmunoldgicos que determinan la expansion de las células T
CD8+ en el proceso de priming/booster con recombinantes del virus vaccinia no
se conocen. Se acepta, como se discutid anteriormente, que durante la primera ino-
culacion (priming) con un vector (DNA, VLPs, proteina, virus recombinante no re-
lacionado con poxvirus), se produce una moderada activacion de células CD8+ pro-
ducida por pocos epitopos, pero que después de la segunda inoculacién (booster)
con un recombinante de vaccinia expresando el mismo antigeno, se produce una
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Ficura 9. Esquema de ampliacion de la respuesta inmune especifica en procedimientos
de prime/boost. Las células T que se amplian frente a antigenos recombinantes
se indican con un niicleo negro y color marron.

fuerte expansion de la poblacion de células CD8+ especificas, ademas del efecto
priming en activacion de células virgenes (naive). Las células de memoria activa-
das inicialmente, reaccionan y se expanden mds rdpidamente. Este potente efecto
de expansion mediado por recombinantes de vaccinia puede estar relacionado con
moléculas virales que inducen inmunomoduladores. Asi, en experimentos de ana-
lisis por «microarrays» del patron de expression de genes celulares humanos des-
pués de la infeccion con vectores de MVA y NYVAC, hemos identificado genes
celulares que se inducen por estos virus y que estan involucrados en respuesta in-
mune, proliferacion, apoptosis y migracién (118).

Aunque los Poxvirus codifican por un buen niimero de proteinas que contro-
lan el sistema del complemento, interferones y otras citoquinas y quimoquinas, es
probable que muchas de estas moléculas modulen, en alguna medida, la accién
del sistema inmune (134). En el caso de MVA, el genoma de éste virus no con-
tiene receptores solubles de citoquinas, como IFN-o/f3, IFN-y, TNF o la proteina
que se une a quimoquina. Hemos propuesto que para una mayor eficacia de vac-
cinia como vacuna es necesario inactivar selectivamente inhibidores virales de la
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funcion del sistema inmune o incorporar citoquinas en el genoma del virus (135).
De esta forma se podra modular la respuesta inmune frente a antigenos que son
especificos. Nuestro laboratorio ha demostrado que esta segunda aproximacion es
eficaz, al observar que la expresion de IL.-12 puede modular de forma positiva o
negativa (por produccién de 6xido nitrico) la expansion de células T CD8+ espe-
cificas frente a la proteina env del VIH (136). Utilizando IL-12, hemos estableci-
do un protocolo de inmunizacién combinada de prime/booster con DNA 'y un re-
combinante de vaccinia expresando ambos la proteina env de VIH que aumenta
fuertemente la produccion de células T CD8+ especificas para VIH. Debido al pa-
pel tan importante que tiene IL-12 en la regulacién del sistema inmune, polari-
zando el sistema hacia el subtipo Thl y a su interés en terapias antivirales, anti-
tumorales e inmunomoduladoras, y al efecto sinérgico que IL-18 ejerce sobre
IL-12 en proteccién (137), estamos llevando a cabo un estudio sobre optimiza-
cién del uso de estas citoquinas en proteccion frente patdogenos en modelos ani-
males. También estamos inactivando de forma selectiva genes de MVA y de
NYVAC que codifican por citoquinas, quimoquinas, TLRs, apoptosis y que defi-
nen el rango de hospedador, para usarlos como vectores vacunales contra distin-
tas patologias, como SIDA y leishmaniosis.

En funcién de todo lo mencionado anteriormente y de la experiencia acumu-
lada del laboratorio en el desarrollo de estrategias de inmunizacién frente a patd-
genos, especialmente frente a malaria, VIH y Leishmania (www.cnb.uam.es), y la
posibilidad de llevar a cabo los primeros ensayos clinicos con alguno de los in-
mundgenos generados por nosotros (caso de recombinantes de MVA que expre-
san en un mismo locus los genes env/gag-pol-nef del VIH-1, subtipos B y C), nos
hemos propuesto como continuacion a nuestras investigaciones llevar a cabo un
estudio detallado de optimizacién y caracterizacion de la respuesta inmune por
vectores de las cepas atenuadas de vaccinia MVA y NYVAC (este ultimo carece
de 18 genes delecionados selectivamente) que expresan antigenos del VIH, asi
como abrir nuevos campos de investigacion en la generacion y caracterizacion de
nuevas vacunas contra hepatitis C y cdncer de préstata. Aunque se trata de dis-
tintas enfermedades, existe un comuin denominador entre los tres sistemas, y es
que utilizan los mismos vectores pero con distintos antigenos. Asi pues, en los
préoximos afios generaremos nuevos vectores atenuados de MVA y NYVAC con
deleciones e inserciones especificas y se estudiard la respuesta inmune y capaci-
dad de inducir proteccién en modelos animales (ratén y monos). La finalidad es
obtener en tres-cuatro afios un vector modelo de MVA/NYVAC que reuna todas
las condiciones éptimas de induccién de una respuesta celular especifica frente a
las proteinas del VIH, para su ensayo clinico como vacunas de segunda/tercera
generacion frente al SIDA. Asimismo estos vectores optimizados de

286



INTERFERONES Y VACUNAS COMO CONTROL DE ENFERMEDADES PREVALENTES

MVA/NYVAC se utilizardn para expresar proteinas de hepatitis C y de tumores
(melanoma y cancer de préstata), como posibles vacunas contra estas enfermeda-
des. Se establecerdn parametros inmunoldgicos que se correlacionen con protec-
cién y se seleccionaran los mejores vectores para ensayos clinicos como nuevas
vacunas contra distintas enfermedades .

TRANSFERENCIA DE LA INVESTIGACION BASICA A LA CLINICA:
PROMOCION DE ENSAYOS CLINICOS EN FASE I/II

Aunque estd establecido que la investigacion es fuente de progreso para la so-
ciedad, una gran dificultad que encontramos los investigadores es la casi imposi-
bilidad de trasladar la investigacidn bdsica a la clinica. Esta dificultad se basa fun-
damentalmente en la falta de financiacién, ya que generalmente los proyectos
bdsicos no contemplan ayudas para realizar ensayos clinicos en fase I (con un re-
ducido niimero de voluntarios sanos, entre 12-20 por brazo). Ademads, la finan-
ciacién que se consigue es por un periodo limitado, generalmente tres afos, por
lo que cuando se acaba el proyecto se paraliza la actividad investigadora. Otro
factor es que los ensayos clinicos se tienen que realizar con material preparado en
condiciones GMP (good manufacture practice), lo que redunda en un mayor cos-
te econdmico. El argumento de que las empresas tienen que acarrear con los cos-
tes de los ensayos clinicos en fase I tiene la desventaja de que cada empresa mira
por sus intereses e invierte solo en aquellos ensayos que son beneficiosos para la
empresa, por lo que sélo un nimero muy limitado de productos entran en fase cli-
nica, como mencionamos al principio de este trabajo. Asi pues, la dificultad de
obtener financiacidn en convocatorias nacionales o del Programa Marco de la UE
para la realizacion de ensayos clinicos en fase I, condiciona la posibilidad de que
investigadores de centros publicos en colaboracién con hospitales puedan involu-
crarse en ensayos clinicos dirigidos a determinar la eficacia de nuevos productos
bioldgicos con interés sanitario. Actualmente hay mds de un millar de ensayos cli-
nicos iniciados (www.wiley.co.uk/genmed/clinical/), mayoritdriamente dedicados
al tratamiento de enfermedades oncoldgicas, seguido de enfermedades monogé-
nicas, cardiovasculares e infecciosas, sobre todo en SIDA.

(Cuales son las opciones en Espafia? Una posibilidad es asociarse con una em-
presa para que lleve a cabo todos los ensayos clinicos, con la dificultad que conlleva
el que la empresa se interese por el producto. Otra posibilidad es la creacién de em-
presas start-up, que tan buen resultado han dado en EEUU, en Francia, Reino Unido
y Alemania. En mis afios de direccién en el CNB se crearon cuatro empresas en bio-
tecnologia, alguna de las cuales estd iniciando ensayos clinicos en fase I. Es necesa-
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rio estimular y fomentar desde los organismos publicos, Gobierno y CC. AA, la cre-
acion de estas empresas en Espafia para incorporar el excelente potencial humano de
investigadores jévenes que trabajan dentro y fuera de nuestro pais. Ademas, el sector
privado debe de involucrarse mas activamente en la financiacion de los ensayos cli-
nicos en fase I, y ser la empresa la que tome el control en la fases II/IIl. Como ejem-
plo, tenemos el caso de la Fundacién EuroVacce, de la que soy miembro fundador. Di-
cha fundacién surge después de obtener financiacién del V Programa Marco de la UE,
ante la imposibilidad de llevar a término los ensayos clinicos en fase I con los inmu-
nogenos préviamente generados contra el VIH/SIDA al finalizar los proyectos conce-
didos por la UE. Ante esta situacion, Eurovacc ha establecido convenios con institu-
ciones americanas, fundaciones, y acuerdos con empresas del sector farmacéutico, para
continuar con los ensayos clinicos y avanzar en el objetivo de desarrollo de una va-
cuna contra el SIDA. Asi pues, debemos establecer mecanismos agiles que posibili-
ten la transferencia de tecnologia desde la ciencia basica a la clinica.

PROTECCION DE LA INVESTIGACION: PATENTES

Légicamente para que un nuevo producto tenga interés industrial, debe de estar
protegido a través de una patente y tener la precaucioén de patentar antes de publicar.
Espaia no ha tenido tradicién en proteger la actividad investigadora, y aunque mu-
chas patentes internacionales se basan en trabajos realizados por investigadores es-
paioles, sin embargo las invenciones no fueron patentadas. El CSIC, que es el ma-
yor organismo de investigacion de Espafia, con una plantilla de mas de 3000
investigadores, generd unos ingresos de alrededor de dos millones de euros por pa-
tentes en 2003, cantidad muy exigua si se compara con lo que generan algunas uni-
versidades americanas con mucho menor personal cientifico. Los costes derivados
del mantenimiento de una patente limitan a que los centros publicos mantengan en
vigor la patente por periodos largos. El objetivo fundamental de los centros publicos
con patentes es conceder una licencia a una empresa para su explotacion y obtener
beneficios en caso de explotaciéon commercial. La patentabilidad de las invenciones
es una asignatura pendiente en Espaiia. Es necesario dotar y fortalecer las unidades
de transferencia de tecnologia de los centros publicos de investigacién en Espaina.

EPILOGO

Es indudable que el descubrimiento de los interferones y la aplicacién de la va-
cunacién constituyen grandes logros de la humanidad para combatir enfermedades.
Los avances cientificos en estos temas nos estdn abriendo las puertas para luchar
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contra aquellas otras enfermedades para las que atin no tenemos herramientas efi-
caces de control. Esto supone grandes retos y dificultades. Ya Pasteur, cien afios des-
pués de que Jenner demostrara la vacunacién contra la viruela, tuvo grandes difi-
cultades para convencer a la sociedad de que la generacion espontidnea no existia y
que son los microorganismos los que llevan a cabo los cambios quimicos, los pro-
cesos de fermentacion (vino, cerveza) y las enfermedades. Las experiencias del pa-
sado nos han ensefiado a entender que las repercusiones de la ciencia a la sociedad
no son inmediatas en el tiempo. Hay que constatar que la mayor parte del trabajo
cientifico no tiene aplicacién directa aunque si la tiene en el avance del conoci-
miento. Muy pocas moléculas alcanzan la fase clinica, pues como he comentado an-
teriormente, desde el descubrimiento a la aplicacion terapéutica de un producto pue-
den transcurrir 10 afios con unos costes del orden de 600 millones de euros.

Es obvio que las aplicaciones que surgen de estos conocimientos y que inciden
directamente sobre los seres humanos esten sujetas a normativas. La comunidad
cientifica siempre ha sido la primera en alertar del impacto de la investigacion a la
sociedad. Sin embargo no conviene confundir entre avance del conocimiento, que
es lo que la ciencia siempre produce, y las malas aplicaciones de su uso. La reali-
dad de la ciencia estd reflejada en el fundamento del método de Rene Descartes
(1596-1650) en «no admitir como verdadera cosa alguna que no se sepa con evi-
dencia que lo es». La ciencia no puede estar sometida a restricciones legales de
cémo hacer ciencia, pues ésta ha de ser siempre creativa. La ciencia no tiene fron-
teras y los paises con mds desarrollo econdmico e industrial son aquellos que mas
invierten en ciencia. La ciencia da credibilidad al pais donde se realiza y es una tar-
jeta de presentacion para los Gobiernos que la apoyan. Como comentd en un dis-
curso el que fue primer Presidente del Gobierno de la India, Jawaharlal Nehru (1889-
1964) «el futuro pertenece a la ciencia y a los que se hacen amigos de la ciencia».
Las contribuciones de la ciencia a la mejora de la calidad de vida de las personas
son enormes y atn serdn mayores en el futuro, a medida que vayamos entendiendo
la funcién de cada uno de nuestros genes y lo que nos rodea. Aunque las enferme-
dades siempre estardn con nosotros, sin embargo su control serd cada dia mejor. To-
dos queremos vivir mejor, por eso la ciencia siempre acaba triunfando.

Podemos concluir con satisfaccion que el trabajo llevado a cabo por Balmis
en vacunacion hace 200 afos tiene su continuidad en nuestro pais, con la aporta-
cién de otros grupos espaiioles, entre los que me incluyo, que mantenemos el mis-
mo entusiasmo y abnegacion en el estudio de enfermedades de gran impacto so-
cial. Indudablemente Balmis no hubiera conseguido sus objetivos sin la ayuda de
la Corona. Tampoco nosotros podriamos alcanzar nuestros objetivos cientificos
sin las ayudas recibidas por distintas instituciones americanas, europeas y funda-
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ciones. La leccion de Balmis de ser generoso con los demds, contando con ayu-
da institucional, la podemos aplicar a nuestros dias. Espaiia estd produciendo cien-
tificos de excelencia, pero que necesitan del apoyo de nuestras instituciones para
que podamos alcanzar el lugar que nos corresponde como pais en las ciencias bio-
médicas y contribuir al desarrollo de nuevas vacunas contra enfermedades que nos
afectan a todos y sobremanera a los paises pobres. Ese es nuestro reto.
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Reconstitucion inmune en nifos infectados por VIH

M.2 ANGELES MUNOZ FERNANDEZ

INTRODUCCION

El sistema inmune consiste en una intrincada interaccién de células y molé-
culas organizadas para actuar de forma efectiva frente a procesos dafiinos para
el organismo. En particular, las infecciones virales son controladas inicialmen-
te por una respuesta especifica mediada por linfocitos T. Sin embargo, la infec-
cién por VIH supone un desafio para este mecanismo de proteccién. Nuestro
sistema inmune es potencialmente capaz de controlar, en parte, la replicacion
del VIH como indican un pequefio grupo de pacientes (1%), conocidos como
«no progresores a largo plazo» los cuales no progresan a SIDA/enfermedad a
pesar de llevar infectados més de 15 afios '. Por afiadidura, la respuesta inmune
especifica frente al virus en pacientes que han estado expuestos al VIH pero no
han sido infectados est4 también documentada *. Todas estas observaciones, jun-
to con otras evidencias procedentes de modelos murinos experimentales, sugie-
ren fuertemente que el sistema inmune, realmente, puede ser capaz de contro-
lar la infecciéon por VIH de un modo efectivo si se sintoniza/organiza de la
manera adecuada’.

No obstante, los investigadores y clinicos que luchan contra la epidemia
del SIDA, de alguna manera, han subestimado durante mucho tiempo la im-
portancia del sistema inmune y su potencial control sobre la replicacién vi-
ral. Esto ha causado que, hasta muy recientemente, la mayoria de los esfuer-
zos terapéuticos han estado dirigidos hacia el desarrollo de nuevos agentes
antivirales que inhibirian enzimas virales fundamentales y, de ese modo, blo-
quear el ciclo de infeccion del virus. Sin embargo, la erradicacion del VIH
solo por medios farmacoldgicos parece posible todavia. La implantacion de
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la terapias antiretrovirales, como la terapia antiretriviral de gran actividad
(TARGA), lograron una considerable reduccién de la carga viral, y/o una su-
presion de la replicacion viral por debajo de niveles detectables. Esto con-
duce a un drastico descenso en la mortalidad relacionada con SIDA y la in-
cidencia de infecciones oportunistas *. A pesar de ello, todas estas estrategias
terapéuticas anteriormente mencionadas, han fracasado en la eliminacion del
virus del cuerpo.

Las causas subyacentes de este fracaso estdn atin bajo debate, aunque dos de
las hipdtesis parecen ser bastante plausibles. Por un lado, un pool de células
CD4+ memoria latente infectadas y otros tipos celulares pueden constituir un
reservorio para el virus, que de este modo permaneceria seguro frente a las te-
rapias antiretrovirales >°. Por otro lado, la aparicion de resistencias contra el li-
mitado nimero de drogas actualmente disponibles explica la pérdida de efica-
cia terapéutica. Como resultado, ninguna terapia actual logra un éxito completo
y el sistema inmune es progresivamente deteriorado.

La reconstituciéon inmune en los pacientes infectados por VIH no es una
tarea facil. Ademads de la recirculacién de las células T «secuestradas» y la re-
diversificacion de los repertorios de células T, un fallo en la produccién de
células por parte del timo y la homeostasis periférica, pueden ser los elemen-
tos clave en la interaccion entre las diferentes partes del compartimento lin-
foide una vez que el virus ha producido un dafio severo. Esta reconstituciéon
inmune es particularmente preocupante en los niflos infectados por VIH. A
causa de las diferentes funciones inmunoldgicas y metabdlicas, los nifios tie-
nen una respuesta inmune diferente a la de los adultos. Desde los primeros ca-
sos de infeccion por VIH en nifios, se ha hecho claro que la historia natural
de la infeccién era diferente a la de los adultos ". La infeccién por VIH en
nifios presenta una distribucion bimodal: i) un periodo corto de incubacion se-
guido de una rapida progresion en el curso de la infeccion, con una severa in-
munodeficiencia desarrollada antes de los 18 primeros meses de vida y ca-
racterizada por sintomas clinicos de SIDA; y ii) un lento y crénico desarrollo
de la enfermedad similar al modelo descrito en adultos infectados por VIH *.
Las nuevas estrategias de tratamiento usadas en los ultimos afios han modifi-
cado ademas, la apariencia clinica de la infeccién por VIH en nifios, pero que
en conjunto inducen la mayoria de los efectos secundarios, muchos de ellos
irreversibles.

Esta revision se centra en el mecanismo subyacente de la reconstitucién in-
mune en niflos infectados por VIH, poniendo juntas algunas de las dltimas ide-
as sobre la dindmica de las células T y el papel que juega el timo.
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RESPUESTA CELULAR ESPECIFICA FRENTE AL VIH

El sello distintivo de la infeccion por VIH es la progresiva eliminacién de
las células T-CD4+ primarias. La vida media de las células T-CD4+ tras la in-
feccion por VIH se acorta de 82 dias en individuos controles no infectados a 23
en individuos VIH+ . Esta linfopenia es debida al tiempo de supervivencia de
las células T-CD4+ a un fracaso en el incremento de células T circulantes. Sin
embargo, la extension y la naturaleza de esta deplecion celular, y el mecanismo
por el cual ello surge es atin tema de debate. La recuperacion de los niveles de
células T puede ser debido a diferentes mecanismos, incluyendo la redistribu-
cién o la expansion periférica de células pre-existentes. Por lo tanto, las locali-
zaciones y mecanismos envueltos en la produccién de las células T-CD4+ son
las cuestiones clave para entender y promover una apropiada reconstitucion del
sistema inmune.

Ya que la citopaticidad del virus, por si sola, es incapaz de proporcionar una
explicacion satisfactoria como causa de la enfermedad, se piensa que otras célu-
las del sistema inmune juegan también un papel esencial. Entre ellas, los linfoci-
tos T-CD8&+ tienen una funcién doble en la respuesta celular especifica frente al
VIH. Por un lado, son los responsables de eliminar las células infectadas. Por otro
lado, son cruciales provocando y manteniendo la respuesta inmune especifica fren-
te al virus durante toda la fase crénica de infeccién ", Desde el momento en
que las CD4+ empiezan a ser infectadas por el VIH, hay un progresivo descenso
en su nimero que es la clave para el desarrollo de la enfermedad '*. A pesar de
los niveles normales de células CD4+ que pueden estar presentes en los estadios
mds tempranos de la infeccidn, algunas de sus funciones como la capacidad de
proliferacién estan dafiadas *'°. Curiosamente, los pacientes infectados por VIH
que estan en terapia antiretroviral (TAR) pueden presentar respuestas de CD4+
apropiadas contra otros virus como citomegalovirus .

A pesar de esta reconstitucion inmune en pacientes infectados, es evidente que
la respuesta inmune especifica frente a VIH no puede ser recuperada después de
TAR (figura 1). En particular, estos pacientes se caracterizan por tener células T-
CD4+ VIH especificas con funciones efectoras, pero sus precursores («cé€lulas T
cooperadoras») son selectivamente destruidos desde el inicio de la infeccién .
Una posible explicacion de esta destruccidn celular selectiva podria encontrarse
en la masiva replicacion viral que tiene lugar en su interior. Niveles elevados de
antigenos virales podrian ser liberados , rdpidamente consumidos por las células
VIH especificas, de modo que el pool de células T-CD4+ memoria dejarian in-
defenso al organismo para controlar la infeccién *. La ausencia de estas células
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Antiretroviral therapy and CD4+ T cell homeostasis
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FiGura 1. Relacion entre el efecto de la terapia antiretroviral y la homeostasis de células T

CD4+. La disminucion de la carga viral producida por la TARGA reduce la infeccion del timo,

permitiendo un incremento de la funcion timica para poder liberar las células que han emigrado

recientemente. De esta forma, las células virgenes crecen en niimero en la periferia como

consecuencia de este incremento en la produccion timica. Las células T de memoria incrementan

principalmente debido a un efecto de redistribucion periférica. Se reduce la activacion del sistema
inmunoldogico debido al VIH y disminuye la apotosis.

cooperadoras o sus precursores conducirian entonces a un progresivo descenso de
las diferentes subpoblaciones T-CD4+ VIH especificas. Esto, a lo largo de la de-
plecion celular inducida por el virus, explicaria el drastico descenso de las célu-
las T-CD4+ vistas en estos pacientes. La ausencia de esas células T-CD4+ VIH
especificas conduce ademds a una insuficiente produccion de ciertos factores so-
lubles esenciales para el proceso de maduracion y la supervivencia de las células
T-CD8+ efectoras. Todo esto apoya la administracion de la TARGA desde las fa-
ses mds primarias de la infeccion, para preservar la respuesta especifica de las cé-
lulas T-CD4+ cooperadoras . A este respecto, es sabido que la recuperacion del
ndmero de células T en los dos primeros afios después de la deplecién inducida
por la quimioterapia sigue un modelo determinado: mientras que la recuperacién
de los niveles de células T-CD8+ es rapido y ocurre por expansion periférica, la
recuperacion de los niveles de células T-CD4+ es limitada y retrasada, y esta
restringida por la timopoyesis que decae en funcién de la edad *'**. Una recupe-
racion exitosa de las células T-CD4+ es debida a un alto grado de produccion
timica. En contraste, la recuperacion de las células T-CD8+ no es dependiente de
la edad * ni de la produccién timica.
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No obstante, es algo intrigante que el numero de células T-CD8+ especificas
del virus durante la infeccion crénica, a menudo excede a las células infectadas
en las que el virus se estd replicando. Esto indica un fallo en sus propiedades
citoliticas, las cuales parecen estar relacionadas con defectos en la perforina **,
sefializacion defectiva debida a CD3e y modulacién negativa de CD28 *, un
modelo de maduracién ensartado ", y/o un inefectivo trafico a los lugares de
infeccion. La mayoria de las células T-CD8+ antivirales en la infeccion cronica
no expresan perforina, molécula requerida para la citolisis. Las células T-CD8+
pueden perder rapidamente su funcion citotéxica, independientemente de la de-
plecién de CD4 *. Controlando la replicacién viral con drogas, especialmente
durante las primeras semanas o meses después de la infeccidn, se reduce la car-
ga viral y podria bloquear el desarrollo de la anergia de las células T *°.

Pacientes infectados siguiendo un régimen de TAR efectivo, normalmente
experimentan un aumento en los niveles de CD4+. El inicial incremento de las
células CD4+ circulantes es debido, probablemente, a la redistribucién de las
células previamente atrapadas por la cantidad de antigeno viral en el tejido lin-
foide . Consecuentemente, hay un incremento gradual de las células T-CD4+
naive, posiblemente debido a una combinacién de expansion periférica y a una
continua produccién timica de células T. Ademads, la TAR disminuye la activa-
cién inmune inducida por el virus *>** lo cual puede conducir a una dismi-
nucién de la muerte de los linfocitos T activados. No obstante, se produce una
rapida y remarcable reduccion en la expresion de los marcadores de activacion
de superficie de células T, de forma paralela al control de la replicacién del vi-
rus 73", De un modo similar, los niveles en plasma de las citoquinas infla-
matorias TNF-a e IL-6, también se reducen. Ambos fenémenos pueden ayudar
a reducir el anormal nivel de muerte celular observado durante el curso natural
de la infeccién por VIH en pacientes no tratados y la recuperacién de los nu-
meros normales de células T *.

PAPEL DEL TIMO EN LA RESPUESTA INMUNE PEDIATRICA

El timo es esencial para establecer un pool de células T periféricas. Hay re-
cientes evidencias en ratones de que el pool de células T-CD8+ naive y memo-
ria son regulados de forma independiente, de lo que se deduce que cada pool
de células T tiene su propio nicho. Esta establecido que la infeccién por VIH-
1 afecta negativamente al timo, tanto en nifios como en adultos (tablal) ***°. A
pesar de ello, las consecuencias de esta inhibicion timica son peores en los ni-
fios, que progresan mds tempranamente hacia la enfermedad ****. La TAR ha de-
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TABLA 1.  Produccion timica estimada en nifios y adultos infectados por VIH.

0-1 2-10 11-25 26-49 > 50
Edad
year year year year year
Espacio timico epitelial (percentil) 93% 88% 63% 45% 18%
Produccion diaria estimada de timocitos
en individuos no VIH > 10° 8.8x10° 6.3x10° 45x10°  1.8x10°
Produccion diaria estimada de timocitos
en individuos VIH+ 2x10° 1.8x10° 1.3x10° 9.0%10"  1.8x10’

mostrado ser efectiva en la recuperacion de los niveles adecuados de linfocitos
T-CD4+ en pacientes infectados con bajos niveles de CD4+ ****% posiblemente
a través de la produccion de nuevas células T desde el timo. Este hecho es par-
ticularmente importante en nifos, que tienen un pool de células T mds peque-
flo y sin embargo dependen de su produccién timica para la generacion de cé-
lulas T memoria inmuno-competentes. A este respecto, la repoblacién originada
en el timo permitiria la recuperacion de todo el repertorio de especificidades,
incluyendo las células VIH especificas. Esto contrasta con los efectos de la re-
distribucién o expansion periférica que solo aumentaria el nimero de células de
aquellos clones que hubieran sobrevivido a la infeccién, sin recuperar respues-
tas especificas frente a patégenos oportunistas y VIH.

La expansion periférica de las células T postimicas tampoco es eficiente en la
reconstitucién del pool de células T periféricas ni en la regeneracién de un com-
pleto repertorio de células T *-*2. Por lo tanto, un incremento cuantitativo en la
poblacién de linfocitos T-CD4+ no es suficiente para reconstituir el sistema in-
mune. Se necesita también una mejora funcional. A este respecto, adultos y nifios
deben ser separados cuando consideramos el papel que juega el timo. En adultos,
la habilidad del timo para producir nuevas células T a lo largo de la vida, dismi-
nuye progresivamente con la involucién de la glandula . Aunque una reduccién
de un 80% de la produccién normal esta basada en la medida de los niveles de
TRECs en sangre periférica, que ocurre en los pacientes VIH+ con independencia
de la edad (tablal), el nimero real en adultos es mucho menor para reponer el
pool periférico. Ademas, la recuperacion de las células T-CD4+ después del tra-
tamiento en adultos, se cree que tiene un origen periférico. En contraste, el timo
de los niflos mantiene toda su funcionalidad después del tratamiento y tiene un
gran potencial para reconstituir su debilitado sistema inmune. Desde el momento
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en que el sistema inmune del nifio estd ain en formacién, cualquier efecto po-
tencialmente negativo del virus en su funcién timica puede comprometer de un
modo importante la maduracion y la correcta instauracion del sistema inmune,
convirtiéndose en mds susceptible a los efectos del VIH.

El descenso en los linfocitos T-CD4+ circulantes es mds marcado en los ni-
fos infectados que en los adultos. En estos ultimos, hay un efecto combinado
del descenso natural de las células T-CD4+ que ocurre con la edad y el resul-
tante por la infeccién por VIH **°. Ademds, la evolucién de la carga viral se
comporta de modo diferente en niflos infectados verticalmente que en adultos.
En los nifios, los altos niveles de carga viral persisten durante mds tiempo, po-
siblemente debido a la presencia de un sistema inmune mds inmaduro ***°,

Resultados de nuestro grupo muestran como tras el nacimiento, los nifios in-
fectados verticalmente por VIH se caracterizan por una produccion timica mds
baja que los controles sanos de la misma edad *. Este efecto inhibitorio sobre el
timo puede ser debido a la habilidad del VIH para infectar y destruir los timoci-
tos *>*. Esto disminuirfa la produccién timica de nuevas células T y comprome-
terfa la adecuada maduracion del sistema inmune del nifio y la reconstitucién de
las células perdidas como consecuencia de la infeccion. Las terapias antriretrovi-
rales y la TARGA actualmente empleada, han demostrado ser muy efectivas en el
descenso de la carga viral y el incremento de los niveles de células T-CD4+. Cuan-
do nosotros analizamos la funcién timica de estos nifios VIH+ en tratamiento an-
tiretroviral mediante la evaluacion de los circulos de escision del reagrupamiento
de los receptores de las células T (TRECs), el descenso de la carga viral condu-
ce a un marcado incremento de su funcién timica **’. Como esperdbamos, este
incremento en la produccién timica se correlaciona perfectamente con la recupe-
racién de la poblacién de células T-CD4+ *. Ademds, el descenso en la carga vi-
ral debido a los antiretrovirales restaurarfa la funcién timica permitiendo la pro-
duccidn de nuevas células T que reconstituirfan el pool de células T-CD4+ perdido
después de la infeccion. Esta habilidad del timo de los nifios para repoblar el re-
pertorio de linfocitos podria explicar porque estos nifios se mantienen asintoma-
ticos y con unos niveles de CD4+ adecuados durante un periodo indefinido.

A pesar de todo, los efectos del VIH-1 varian un poco dependiendo del tro-
pismo de cepa involucrada. El tropismo celular se refiere a la habilidad de cier-
tos aislados virales para crecer en macrdfagos o en células T in vitro. De este
modo, los aislados virales capaces de crecer en macrdéfagos y en células mono-
nucleares de sangre periférica (CMSP) pero no en células T se denominan mo-
nocitotropicos (M-trépicos) y estan caracterizados por el uso del receptor de qui-
miocinas CCR5 como co-receptor para su entrada en las células. Por otro lado,
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los aislados virales capaces de crecer en CMSP y linfocitos T pero no en ma-
créfagos, se denominan linfocitotrdpicos (T-trépicos)y usan CXCR4 como co-
receptor para su entrada en las células **. La infeccién primaria por VIH estd
caracterizada por el empleo del co-receptor CCRS para la entrada, y por un fe-
notipo no inductor de sincitios (NSI) en células linfoides *°'. Por el contrario,
las variantes VIH que aparecen en estadios mas avanzados de la infeccidon son
cepas inductoras de sincitios que usan el co-receptor CXCR4 °"**. La rdpida
progresion hacia la enfermedad o la marcada caida de los niveles de CD4+, han
sido asociados con la aparicién de cepas VIH linfocitotrépicas tanto en adultos
como en nifios > **. Las cepas VIH T-trépicas tienen un mayor efecto inhibito-
rio sobre la funcién timica, usando el co-receptor CXCR4 presente en los ti-
mocitos para infectar estas células, en contraposicion con el co-receptor CCR5
usado por las cepas M-trépicas y que no aparece en timocitos *°. Esto explica
la mayor caida en los linfocitos CD4+ en los nifios después de la aparicion de
estas cepas y es una de las claves en el papel que juega el timo en el manteni-
miento de los niveles adecuados de células T-CD4+. Este hecho se ajusta con
la hipdtesis propuesta de que las cepas X4 causan una mayor disfuncién timica
*%_ El ndmero de timocitos infectados asi como la carga viral es mayor en los
nifios con infeccién X4. Las diferencias entre las infecciones por X4 o R5 en
los niveles celulares son menos marcadas en adultos que en nifios, y esto pue-
de explicarse asumiendo que la produccion de células T por el timo no es el ma-
yor determinante en el nimero de células T en adultos y/o por el reducido nu-
mero de timocitos potencialmente infectados en adultos debido a la involucién
timica que se produce con la edad. Sin embargo, el andlisis del co-receptor usa-
do por los aislados virales timicos primarios procedentes de neonatos han mos-
trado que ambos aislados, con tropismo por X4 y RS, estaban presentes y eran

igualmente citopéticos para los timocitos *’.

MECANISMOS HOMEOSTATICOS EN CELULAS T.
PAPEL DE LA IL-7

Como se ha mencionado previamente, tres mecanismos permiten la recupe-
racion de las células CD4+: la redistribucion de las células T memoria de dife-
rentes tejidos, la regeneracion de células T naive desde el timo, y la reduccién
del sindrome inflamatorio. No obstante, esta reconstitucion temprana no se re-
fleja solamente en la proliferacion de las células T memoria. En efecto, el in-
cremento temprano de de las células T-CD4 incluye células T memoria activa-
das CD45RO+ que no incorporan marcadores de proliferacién. Ademads, se cree
que las células T secuestradas en los tejidos linfoides son liberadas a la sangre
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siendo capaces de ajustar sus niveles de proliferacion y muerte para mantener
la homeostasis con la edad, aunque no esta claro si esto es lo que ocurre en la
infeccion por VIH. Existe debate acerca de la respuesta timica en la deplecién
de las células T periféricas. De hecho, la recuperacion de los niveles de células
T-CD4+ en nifios después de terapia antiretroviral apoya la existencia de algu-
nos mecanismos homeostaticos que detectan los bajos niveles de CD4+ y acti-
van los mecanismos necesarios para aumentar la repoblacion celular. Nuestra
experiencia es que el timo juega un papel clave en esta repoblacién, siendo pro-
bable que estos mecanismos homeostaticos lleven a un incremento en la pro-
duccién de nuevas células T *°. Uno de los candidatos a jugar un papel clave in
este mecanismo es la interleukina 7 (IL-7).

IL-7 es una citoquina involucrada en la diferenciacién de los timocitos a cé-
lulas T, que salen del timo y son liberadas a sangre periférica **. Ademas se ha
probado el papel esencial de la IL-7 en el mantenimiento de la poblacién T en
modelos murinos ** y la induccién de la reconstitucién de la poblacién de células
T en ratones inmunosuprimidos *°. Los pacientes infectados por VIH se caracte-
rizan por niveles plasmdticos de IL-7 anormalmente altos, relacionados con bajos
niveles de células T-CD4+. Esto sugiere que bajos niveles de CD4+ estimularian
las células dendriticas periféricas y los ganglios linfaticos para producir IL-7, en
un intento de activar los mecanismos que permiten la repoblacién celular ** (fi-
gura 2). Por el contrario, otros autores discuten que los niveles plasmaticos de IL-
7 puedan reflejar la dindmica de unién de la IL.-7 secretada a las células T: a me-
nor células T circulantes, mayor IL-7 libre **. Sin embargo, estos elevados valores
de IL-7 son insuficientes en adultos para incrementar la produccidn timica o para
la recuperacion del repertorio de células T-CD4 que se ha observado, debido po-
siblemente, a la limitada habilidad del timo de los adultos para producir nuevas
células T. En contraste, la experiencia no ha ensefiado como los elevados valores
de IL-7 observados en nifios con bajos niveles de linfocitos T-CD4+ conducen a
un marcado aumento en la produccion timica de nuevas células T y a una mar-
cada recuperacion de los niveles de CD4+. Este incremento en su actividad timi-
ca tiene lugar cuando los niveles de carga viral son lo sufientemente bajos como
para fracasar en la inhibicién del timo. Mas tarde, una vez que se han recupera-
do los niveles de CD4+, los niveles de IL-7 vuelven a sus valores basales como
consecuencia de un mecanismo de retroalimentacién (feedback) ®. Esto ha sido
publicado para otros tipos de linfopenias, donde los elevados niveles de IL-7 se
normalizan cuando la linfopenia se resuelve por si misma * .

Sin embargo, IL-7 incrementa la susceptibilidad de los linfocitos a ser infec-
tados por VIH in vitro, induciendo la expresion del co-receptor CXCR4 en cé-
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Ficura 2. Papel homeostdtico de la IL-7. La infeccion por el VIH induce una disminucion de
células T que es detectado por las células dendriticas, la cuales producen IL-7. Esta IL-7
puede incrementar los procesos timicos y extratimicos asi como la supervivencia
de la expansion de células T.

lulas T-CD4+ memoria inactivas *. Esto significa que los altos niveles de IL-7
in vivo podrian ser deletereos, llevando a la seleccién de las variantes SI/X4 que
podrian acelerar la progresién a SIDA *. Sin embargo, resultados muy recientes,
procedentes de macacos infectados, demuestran que ello no es probable .

Se ha realizado un gran progreso en las terapias para la infeccidon pedia-
trica por VIH, que ha pasado de ser una enfermedad fatal a un modelo de en-
fermedad crénica. Los esfuerzos actuales estdn enfocados en desarrollar re-
gimenes terapéuticos mds sencillos y mds efectivos, que supriman y
finalmente, eliminen la infeccién y que estimulen la reconstitucion inmune.
Los clinicos que atienden a nifios infectados por VIH estdn considerando la
seguridad de terapias profilacticas discontinuas en niflos con sustanciales me-
joras inmunoldgicas por la terapia antiretroviral. A pesar de estos avances,
los médicos pueden anticipar que los nifios infectados por VIH continuaran
desarrollando infecciones oportunistas y otras complicaciones relacionadas
con la infeccién. Algunos nifios fracasan en la respuesta a las terapias anti-
retrovirales, mientras que otros no son capaces de tolerar los complejos re-
gimenes de medicacién. La mayoria requieren una terapia de mantenimiento
de por vida, en ausencia de reconstitucién inmune.
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Podemos concluir que el sistema inmune tiene la habilidad potencial de con-
trolar la infeccién pro VIH, disparando mecanismos homeostaticos encargados
de restaurar las células perdidas y las respuestas inmunes apropiadas para lu-
char contra el virus en sangre y dentro de las células. Los datos revisados no
proporcionan respuestas definitivas pero indican prometedoras rutas para mejo-
rar la vida de los pacientes. Un mejor entendimiento de los mecanismos virales
y las respuestas inmunes que estdn involucradas, nos conducirdn a nuevos acer-
camientos en el estudio de terapias inmunoestimuladoras, permitiendo un con-
trol efectivo de la infeccién del sistema inmune por si mismo. Esto evitaria el
desarrollo de SIDA o convertiria la infeccién crénica por VIH en una enferme-
dad crénica asintomadtica sin consecuencias para la salud del paciente y una me-
jora en la calidad de vida del nifio.
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