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cualquier célula del organismo. Los factores de necrosis tumo-
ral (TNF-ay TNF-13) son capaces de destruir distintos tumores,
siempre que las células que producen TNF puedan acceder al
tumor. Los interferones y los TNFs parecen no tener especifici-
dad de célula diana, si bien al ser producidos por células T
aumentan los efectos de las células inmunes.

Las citocinas son importantes mediadores de varias fun-
ciones inmunes. Algunas citocinas poseen mas actividades, in-
teraccionando con distintas células normales. Sin embargo, la
caracteristica comun de estas proteinas heterogéneas es que to-
das estan producidas por leucocitos.

REVISION DE CONCEPTOS 20.8

Las citocinas son mediadores solubles que regulan las interac-
ciones entre los leucocitos. Algunas como IL-1 e IL-2 actian
solo sobre los leucocitos y son componentes esenciales para la
generacion de una respuesta inmune especifica. Otras, como los
IFNs y TNFs, son producidas por leucocitos y actuan en una
amplia variedad de células.

%/ ;Queé células fabrican IL-2? ;Qué células responden a
IL-2?

I/ Compare las células diana de IL-1, IL-4, IL-12, I[FN-y, y
TNF-;3.
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Figura 20.17 Algunos de los efectos princi-
pales de las citocinas IL-1 e IL-2.

20.9
Inmunidad mediada por células

Los términos inmunidad mediada por células (CMI, del
inglés Cell Mediated Immunity) e inmunidad celular se uti-
lizan indistintamente para describir cualquier respuesta inmune
en la que participan directamente las células del sistema
inmune especificas de antigeno, pero en la que la produccion de
anticuerpos o su actividad es secundaria.

La inmunidad celular se diferencia de la inmunidad media-
da por anticuerpos en que la respuesta inmune no puede ser
transferida de un animal a otro a través de anticuerpos o de un
antisuero, sino so6lo mediante linfocitos extraidos de la sangre.
Los linfocitos que participan en la transferencia de la inmuni-
dad celular son células T activadas.

En la Figura 20.18 se resumen los eventos que se producen
cuando se expone un animal a un antigeno. Volvamos ahora nues-
tra atencion a las células T citotoxicas, las células asesinas natu-
rales y las células T del tipo de la hipersensibilidad retardada, y
expongamos el papel que cada unajuega en la inmunidad celular.

Linfocitos T cito toxicos

Las células Tcitotoxicas (células T.) (véase Seccion 20.4) par-
ticipan en la destruccion de células extrafias. Como se mencio-
nd anteriormente en relacion con el complejo principal de his-
tocompatibilidad (MHC) (véase Seccion 20.7), las células T,
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Figura 20.18 Vision de conjunto
de la inmunidad celular y su relacion
con la inmunidad humoral.
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reconocen antigenos extrafios presentados por moléculas MHC
de clase 1. Cualquier célula que porte un antigeno extrafio,
como ocurre en aquellas de los injertos de tejidos incompati-
bles, o mediante células que hospedan a virus, puede ser lisada
por células T, (en la Seccion 20.6 se expuso el reconocimiento
de antigenos viricos por células T, en relacidon con el receptor
de la célula T). Si se hacen injertos entre dos especies diferen-
tes, o incluso entre dos individuos de la misma especie, con dis-
tintos antigenos de histocompatibilidad, las células T. respon-
den destruyendo al tejido extraiio, dando lugar al rechazo del
injerto. En los trasplantes de 6rganos en el hombre, se realizan
pruebas cruzadas para cerciorarse de que los antigenos de his-
tocompatiblidad del donante y del receptor son los mismos (o
muy parecidos). Es deseable una identidad o cuasiidentidad del
tejido para el éxito del trasplante de piel o de 6rganos.

Es necesario el contacto entre una célula T(. y una célula
diana para que se produzca la lisis. El inicio de dicho contacto
depende del TCR: el complejo Ag-MHC (Figura 20.16a). El
contacto con la célula diana provoca el acumulo de los granu-
los en los sitios de contacto con la célula T, y la liberacion de
su contenido. Estos granulos contienen mondmeros de perfo-
rina, que traspasa la membrana de la célula diana, se polime-
riza y forma un poro. El contenido celular se pierde y la célula
diana muere, pero la célula T no se ve afectada. Curiosamente,
a diferencia de la naturaleza inespecifica de la accion litica de
los macrofagos activados, las células T, son eficaces sélo en la
lisis de células blanco especificas que contienen al antigeno
extrafio. La lisis de otras células circundantes ocurre con muy
poca frecuencia. Presumiblemente la concentracion de perfo-
rina que escapa del area de contacto celular no es suficiente
para dafiar a las células cercanas'*'.

Células asesinas naturales

Las células asesinas representan una nueva clase de linfocitos dis-
tintos a las células T citotoxicas que juegan un papel en la des-

Estimulo de
células T

Muerte celular Produccién de anticuerpos

truccion de células extrafias. Las células asesinas (NK, del inglés
natural killer) no son células T ni B. Tras la estimulacion, su
nimero no aumenta ni se genera memoria. Sin embargo, las célu-
las NK se parecen a las células T, en su capacidad para destruir
células extranas. Por ejemplo, las células NK utilizan la perforina
para lisar sus células blanco. Sin embargo, las células NK difieren
de las células T, en que, estas ultimas, no pueden destruir en
ausencia de estimulacion por un antigeno especifico. Las células
NK son capaces de destruir células neoplasicas y células infecta-
das por virus, in vitro, sin previa exposicion o contacto con el anti-
geno extrafio. La diana molecular para las células NK parece sel-
la ausencia de proteinas MHC de clase I adecuadas. Las células
NK reconocen a las células normales y a sus proteinas de clase I
a través de un conjunto de receptores especiales para clase 1. La
unién de estos receptores a clase I desactiva el mecanismo litico
aunque cuando no existe unién el mecanismo litico es activo y la
célula NK lisa a la célula que no reconoce. Como se menciond
previamente, las principales dianas de las células NK son las célu-
las tumorales y las células infectadas por virus, que con frecuen-
cia presentan una expresion de clase I disminuida o alterada.

Células T4 y activacion del macrofago

Los macréfagos juegan un papel fundamental como células
presentadoras de antigeno (APCs) tanto en la inmunidad
humoral (mediada por anticuerpos) como en la celular, siempre
que se trate de antigenos timodependientes. Tal como se ilustra
en la Figura 20.16, los macréfagos unen, procesan y presentan

* N. del T.: Este tipo de descripcion de la lisis mediada por las células T
citotoxicas puede inducir a error, pues puede pensarse que el mecanismo tilico
utilizado por los linfocitos T es completamente similar al del complemento. Esto
es verdad en parte, pero una diferencia fundamental es que los linfocitos T
citotoxicos son capaces de inducir apoptosis en la célula diana. Este punto es
importante porque mediante la apoptosis se induce la destruccion no solo de la
célula diana, sino también de sus acidos nucleicos. Si la célula diana esta
infectada por un virus este aspcto es fundamental.
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el antigeno a las células T. Sin embargo, como células fagociti-
cas que son. los macréfagos también captan v destruyen ciertas
células extrafias y esta capacidad puede ser estimulada por las
células T. Una propiedad basica de los macrofagos activados es
que pueden destruir bacterias intracelulares que habitualmente
se multiplicarian. Como hemos advertido {véase Seccion 20.3),
algunas bacterias sobreviven y se multiplican dentro de los ma-
crofagos, mientras que la mayoria de las bacterias que los
macrofagos ingieren son destruidas y digeridas. Las bacterias
que se multiplican en el interior de los macrofagos incluyen
Mycobacterium tuberculosis, M. leprae (agentes ecologicos de
la tuberculosis y lepra, respectivamente), Listeria monocytoge-
nes (agente etiologico de la listeriosis), y diferentes especies de
Brucella (agentes etioldgicos de las fiebres recurrentes y algu-
nos tipos de aborto infeccioso). Los animales que reciben una
dosis moderada de M. tuberculosis son capaces de superar la
infeccion y hacerse inmunes al desarrollar una respuesta inmune
mediada por células T. Las células implicadas son las células de
la hipersensibilidad de tipo diferido (Tp, esto es hipersensi-
bilidad retardada). Resulta sorprendente que dichos animales
inmunizados también fagociten y destruyan, con mayor facili-
dad, a organismos no relacionados como Listeria, y que pueda
demostrarse que los macréfagos en el animal inmunizado hayan
sido activados pudiendo destruir con mas facilidad al invasor.

Los macréfagos no sélo destruyen patdgenos extrafios,
sino que también participan en la destruccion de células extra-
flas de mamifero. Esto se evidencia en el desarrollo de la inmu-
nidad frente a trasplantes, y constituye un problema importante
en el trasplante de o6rganos y tejidos de una persona a otra. Los
macréfagos en algunos casos destruyen igualmente células
tumorales. Estas contienen determinados ant(genos especificos
que no aparecen en células normales, y los tumores se compor-
tan como injertos impuestos al propio hospedador. Resulta bas-
tante evidente que las células tumorales habitual mente son
reconocidas y destruidas fundamentalmente por los macroéfa-
gos, que son reclutados por citocinas secretadas por células T
activadas.

REVISION DE CONCEPTOS 20.9

La inmunidad mediada por células involucra varias células T
que son activadas tras la interaccién con los complejos MHC-
antigeno. Las células T activadas pueden interaccionar direc-
tamente para destruir células blanco o pueden facilitar la partici-
pacion de otras células efectoras, especialmente macrofagos, a
través de citocinas.

¢ Qué ant (genos reconocen las células TC?

%/ ¢Por qué en algunas ocasiones los macréfagos partici-
pan en la respuesta a antigenos especificos?

20.10
Seleccion clonal y tolerancia inmune

Hemos desarrollado hasta ahora una vision general de la res-
puesta inmune, especialmente en relaciéon con las moléculas y

mecanismos efectores. En esta seccion, tratamos de los meca-
nismos empicados para dirigir esta respuesta tan potente y
especifica contra los antigenos extrafios potencialmente noci-
vos. Exploraremos también los mecanismos utilizados para evi-
tar las interacciones con los antigenos propios que son igual-
mente complejos aunque inocuos.

Seleccion  clonal

La teoria de la seleccion clonal establece que cualquier célula
B o T capaz de reaccionar frente a un antigeno posee una espe-
cificidad tnica, es decir, posee en su superficie un receptor
especifico de antigeno. Cuando es estimulada por un antigeno
especifico, la célula se divide y fabrica una copia de si misma.
Las células R y T estimuladas por un antigeno siguen dividién-
dose mientras que las células no estimuladas por el antigeno no
proliferan. La caracteristica clave de la seleccion clonal es que
toda célula se divide y fabrica una réplica exacta de si misma.
Por tanto, una célula reactiva al antigeno produce multiples
copias o clones de si misma tras el contacto antigénico. Puesto
que todos los precursores celulares crean su propio receptor
antigénico, los clones resultantes fabrican muchas copias del
mismo receptor (Figura 20.19).

Debido a la ilimitada variedad de antigenos disponible,
deberia existir en el organismo una cantidad enorme de células
antigeno especificas, y cada célula deberia ser capaz de expan-
dirse en un clon antigeno especifico. Sin embargo, las células
antigeno especificas deben evitar interacciones y reacciones
inmunes con los antigenos propios en el hospedador. ;Como se
produce esto? La teoria de la seleccion clonal nos da otra vez
una respuesta. El fin ultimo de la respuesta inmune consistiria
en desarrollar la capacidad para discriminar enLre los invasores
extrafios (no propios y potencialmente perjudiciales) y los teji-
dos del hospedador (propios ¢ inofensivos) mediante la elimi-
nacién o inactivacion de los clones auto-reactivos. Esta capaci-
dad para lafalta de respuesta inmune antigeno especifica se
conoce como tolerancia y se produce en células Ty B. Ahora
vamos a considerar el desarrollo nonnal de la tolerancia. En la
Seccion 20,16, examinaremos el fallo en la tolerancia y el con-
siguiente desarrollo de autoinmunidad.

Tolerancia  inmune

El desarrollo de la tolerancia T tiene lugar en el timo, un érgano
del tamafio de una nuez que se sitia en el mediastino, encima
del corazoén. El timo juega un papel critico en la maduracion y
desarrollo de células T y es por ello un 6rgano linfoide prima-
rio (Figura 20.3). En el primer estadio de la maduracion de
células T llamado seleccion positiva, los linfocitos que se con-
vertiran en células T abandonan la médula 6sea y colonizan el
timo, via sanguinea, en la mayoria de los casos, o desde los
conductos linfaticos (Figura 20.20). Después de la entrada,
algunas de estas células T inmaduras a través de sus receptores
de células T (TCRs) recién desarrollados, interaccionan con
moléculas propias del complejo principal de histocompatibili-
dad (MHC) en el timo. Las células T que no se unen a molécu-
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Selecciéon clonal. Expan-

productora de anticuerpo tras la estimu-
lacion con el antigeno.

Jas MHC son programadas después para morir, un proceso que
se denomina apoptosis, mientras que las células T que se unen
a proteinas MHC del timo siguen el proceso de maduracion y
proliferacion. De ahi que la seleccion positiva escoja a las célu-
las T que pueden reconocer a las proteinas MHC propias y eli-
mine aquellas que no pueden reconocer las proteinas MHC pro-
pias.

La segunda etapa del desarrollo de células T se denomina
seleccion negativa. Después de la proliferacion, las células T
seleccionadas positivamente siguen reaccionando a las mo-
léculas MHC que se acomplejan con el antigeno (véase Sec-
cioén 20.7). La mayoria de los antigenos en el timo son propios.

Seleccion de un lipo celular para formar un clon

Célula
B,
*

Multiplicacién y diferenciaciéon hacia células plasmaticas

y células de memoria
Célula
B2
*

Las células T que reaccionan con estos autoantigenos del timo
son potencia]mente perjudiciales porque pueden llevar a la des-
truccion de los propios tejidos. Por tanto, estas células T auto-
rreactivas deben eliminarse. Las células T autorreactivas aca-
ban por morir. Las células T que no mueren, abandonan el timo
y migran al bazo y a los ganglios linfaticos donde contactan con
antigenos extraflos presentados por células diana, o por células
presentadoras de antigenos (APCs), como los linfocitos B
(Figura 20.20).

Este mecanismo de induccion de tolerancia se denomina
eliminacion clonal, los precursores de los clones de células T
que no son utiles, o incluso son perjudiciales, son eliminados

Célula
B
*

— Anticuerpo anti ~k
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Las células que no jnteraccionan
con proteinas MHC dejan de
proliferar y terminan muriendo
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Las células T que jnteraccionan
con antigenos propios (marrén)

y MHC son eliminadas. Las células
que no jnteraccionan con antigenos
propios siguen proliferando

Figura 20.20 Tolerancia de células T. Véase texto para mas detalles.

durante el desarrollo. Existe también cierta evidencia en favor
de otro mecanismo de tolerancia. En algunos casos, los clones
de células T auto-reactivos evitan de alguna manera la destruc-
cion, aunque llegan a ser tolerantes a los antigenos propios a
través de interacciones en los organos linfoides secundarios.
Este mecanismo se llama emergia clonal. Sin embargo, estos
clones permanecen en la sangre y, en ciertos individuos, pueden
reactivarse posteriormente. Estos clones auto-reactivos reacti-
vados se asocian frecuentemente con enfermedades autoinmu-
nes (véase Seccion 20.16).

También es necesario el desarrollo de tolerancia inmune en
las células B, por cuanto los anticuerpos que producen las célu-
las B auto-reactivas (autoanticuerpos) pueden lesionar los teji-
dos del hospedador /véase Seccion 20.16). El mecanismo para
lograr la tolerancia de células B es paralelo al que ya se ha visto
para la tolerancia de células T.

Periferia: Las células T que

pueden jnteraccionar con antigenos
extrafios, abandonan el limo y vuelven
a entrar en la circulacion linfatica

U

Hacia los ganglios linfaticos

Las células B sufren también eliminacion clonal, mu-
chas células B auto-reactivas son eliminadas durante el de-
sarrollo. Ademas, la anergia clonal también tiene una fun-
cion; las células que son auto-reactivas no se desarrollan tras
la exposicion al antigeno. Son posibles varias explicaciones
para explicar la induccion de anergia clonal en células B. Esta
puede ser el resultado de altas concentraciones de autoan-
tigenos que indefectiblemente estan presentes. Estos antige-
nos ocupan permanentemente los receptores de superficie
de células B, impidiendo, por mecanismos que todavia no
estan claros, que se responda frente a ese antigeno. La anergia
clonal de células B también puede provenir de la ausencia
de células T antigeno-reactivas (al haber sido eliminadas
durante la maduracion de células T) que ayudan a las células B
a producir anticuerpos, como se expondrd en la proxima
seccion.
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REVISION DE CONCEPTOS 20.10

La tnica funcion del timo es producir clones de células T que
no reaccionan con los antigenos propios. La mayoria de las
células T auto-reactivas son eliminadas durante el desarrollo y
maduracioén timicos. Otras células T, asi como células B, son
anergizadas en los organos linfoides secundarios aunque oca-
sionalmente pueden reactivarse y producir enfermedad auto-
inmune.

%/ Distinga entre seleccion de células T positiva y negativa.

V' ¢ En qué se diferencian la eliminacion y la anergia clonales?

20/11

Mecanismo de formacioén
de las inmunoglobulinas

La formaciéon de anticuerpos es un proceso complejo que se
dividira en dos secciones distintas. En esta seccion, definiremos
la naturaleza de una respuesta de anticuerpos tipica, especial-
mente en relacion con las interacciones celulares necesarias
para producir inmunidad eficaz. Ell la proxima seccion, explo-
raremos la singularidad de los mecanismos genéticos que se
utilizan para generar la asombrosa diversidad de anticuerpos
que requiere el hospedador para la defensa especifica frente al
antigeno.

La produccion de inmunoglobulinas en respuesta a la esti-
mulacién por antigenos implica a células T, células B y células
presentadoras de antigeno (APCs. verhi gratin macrofagos) y la
estrecha interaccion entre diferentes moléculas de la superficie
celular como se explicé con anterioridad. Como hemos des-
crito, las APCs actiian de forma inespecifica para ingerir anti-
genos extrafios. Una vez que es procesado el antigeno, la APC
lo presenta a la célula Ty. El antigeno también puede ser pre-
sentado a la célula T por las células B. Tras el reconocimiento,
la célula T,, libera citocinas como IL-2, IL-4 e 1L-6 (véase Sec-
cion 20.8) que estimulan a las células B para comenzar la
sintesis de anticuerpo. Aunque la interaccion inicial entre el
antigeno y la APC puede ser inespecifica. todas las fases poste-
riores del proceso de la produccion de anticuerpos son muy
especificas; las moléculas de receptor sobre las superficies de
células T (receptores de células T) (véase Seccidon 20.6) y célu-
las B (moléculas de anticuerpo) (véase Seccion 20.5) son muy
especificas para ese antigeno.

El control genético de la produccion de anticuerpos es
también un proceso extraordinariamente complejo. Un animal
puede ser capaz de fabricar aproximadamente 1.000 millones
de moléculas de anticuerpos estructural mente distintas. Aunque
esto parece suponer, en principio, una demanda enorme sobre
el potencial del cédigo genético del organismo, veremos que
solamente se necesitan relativamente unos pocos genes para
codificar esta inmensa diversidad de anticuerpos, lo que se debe
a un fendmeno conocido como reordenamiento génico.
Durante el desarrollo de los linfocitos en la médula oOsea, las
células B sufren reordenamientos génicos y deleciones para
finalmente dar lugar a dos unidades transcripcionales comple-

tas de la molécula de anticuerpo, una de las cuales codifica para
la sintesis de una cadena pesada especifica y la otra para una
cadena ligera. El nimero de posibles reordenamientos génicos.
incluso implicando a un numero relativamente pequefio de
genes, es suficiente para explicar la diversidad de moléculas de
inmunoglobulinas (véase Seccion 20.12). Durante el desarrollo
de células T se producen reordenamientos similares que dan
lugar a la conocida diversidad de receptores de células T. Ahora
entramos en detalle sobre las fases de la produccion de anti-
cuerpos, comenzando con la entrada de un antigeno y termi-
nando con la produccion de un anticuerpo especifico que va a
reaccionar con dicho antigeno.

Exposicion al antigeno

Al considerar el mecanismo de formacion de los anticuerpos,
debemos explorar en primer lugar el destino del antigeno en el
organismo del hospedador. Los antigenos son transportados por
todo el cuerpo a través de la sangre y el sistema linfatico, tal
como se ilustra en la Figura 20.3. Los sitios principales donde
se localiza el antigeno en el organismo son los ganglios linfati-
cos, el bazo y el higado. Sin embargo, los anticuerpos se for-
man solamente en el bazo y los ganglios linfaticos, y no en el
higado. Si se inocula el antigeno por via intravenosa, el bazo es
el lugar mas importante en la fabricacion de anticuerpos, mien-
tras que cuando la administraciéon es subcutdnea, intradérmica
e intraperitoneal son los ganglios linfaticos los sitios donde pre-
domina la formacion de anticuerpos. Fragmentos de un ganglio
linfatico o del bazo de animales inmunizados siguen produ-
ciendo anticuerpos cuando se colocan en un cultivo de tejidos
o al transferirse a otros animales no inmunizados.

Después de la primera inoculacion del antigeno, existe un
lapso de tiempo (periodo de latencia) antes de que aparezca el
anticuerpo especifico en la sangre, seguido por un aumento pro-
gresivo en el fitulo de anticuerpos (es decir, la concentracion)
para después disminuir ligeramente. Esta reaccién a la exposi-
cién a un solo antigeno se denomina respuesta primaria de
anticuerpos (Figura 20.21). Tras la segunda exposicion al anti-
geno. algunos dias o semanas después, el titulo aumenta rapi-
damente hasta un pico de 10-100 veces sobre el nivel de la pri-
mera exposicion. Este importante incremento en el titulo de
anticuerpos se conoce como respuesta secundaria de anti-
cuerpos (Figura 20.21). Con el tiempo, este titulo vuelve a
disminuir, si bien exposiciones ulteriores al mismo antigeno
pueden volver a elevarlo. Esta respuesta secundaria es el fun-
damento de la técnica de la vacunacion conocida como «dosis
de refuerzo» (por ejemplo, las dosis anuales de refuerzo que se
administran, a los animales domésticos), cuyo objeto es mante-
ner altos niveles de anticuerpos circulantes especificos frente a
un antigeno determinado.

Interacciones celulares

(De qué forma cooperan las células B. las células Ty y las APCs
para fabricar inmunoglobulinas? Las APCs implicadas en la
produccion de anticuerpos incluyen macrdéfagos, células den-
driticas y células B. Los macréfagos son capaces de procesar y
presentar inespecificamente el antigeno a las células T. Las
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células dendriticas son otro grupo de células fagociticas que
junto a los macrofagos, son capaces de presentar antigeno.
Poseen también proteinas de clase II sobre su superficie y se
encuentran en la corteza de los ganglios linfaticos (véase Figu-
ra 20.3¢c). Sin embargo, la célula B es probablemente la APC
mas eficaz (Figura 20.22). La célula B como APCs, a través de
sus receptores de inmunoglobulinas en la superficie celular, son
capaces de unir el antigeno e internalizarlo. Después el anti-
geno es procesado (digerido) (Figura 20.16/?). Los péptidos
resultantes se expresan en la superficie unidos a proteinas de
clase II del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
(Figura 20.22). El macrofago y la célula dendritica funcionan
como APC de una forma bésicamente igual, y, a diferencia de
las células B. no poseen un receptor antigeno-especifico de tipo
inmunoglobulina. Sin embargo, los macrofagos y los dendroci-
tos se adhieren eficazmente a los antigenos extrafios, lo que
facilita su fagocitosis. A continuacion, los antigenos son proce-
sados y presentados asociados a antigenos de clase II en la
superficie celular, como ocurre con las células B. El paso
siguiente es que la APC presenta el complejo antigeno-MHC a
la célula T, que lo reconoce a través del receptor de la célula T
(TCR). Las molécula MHC de clase II de las APCs interaccio-
nan especificamente con la molécula CD4 de las células Ty
(Figura 20.16b), centrandose en las células T,, la presentacion
antigénica. La célula Ty a través de la accion de las citocinas
que se liberan (véase Seccion 20.8), estimulan la proliferacion
de la célula B y la formacién de muchas copias de si misma,
originandose un clon de células B. Este grupo de células pro-
ducidas por expansion clonal producen exclusivamente anti-
cuerpos de especificidad unica.

Posteriormente se produce la diferenciacion del clon de
células B activado que conduce a la generacion de gran canti-
dad de células productoras de anticuerpos llamadas células
plasmaticas y a células B especiales denominadas células de
memoria (Figura 20.22). Las células plasmaticas son de vida
relativamente corta (menos de 1 semana) pero secretan enor-

Figura 20.21 Respuestas primaria y
secundaria de anticuerpos. La respuesta
secundaria puede ser de 10 a 100 veces
mayor que la respuesta primaria.

mes cantidades de anticuerpo durante este periodo. Por el con-
trario, las células de memoria son células de vida muy larga
y, tras la reexposicion al estimulo antigénico inicial, rapida-
mente se transforman en células plasmaticas y comienzan a
secretar anticuerpos. Esto explica la memoria inmunologica,
también conocida como respuesta secundaria, que da lugar a
una produccion rapida y mas abundante de anticuerpos tras una
estimulacion antigénica repetida (Figura 20.21). Una respues-
ta secundaria habitualmente implica un cambio en la clase de
anticuerpo, casi siempre de IgM a IgG. Este proceso se de-
nomina cambio de clase y estd mediado por la IL-4 producida
por la célula Ty que activa a la célula B de memoria (véase
Tabla 20.4).

Algunos antigenos pueden estimular la producciéon de un
nivel bajo de anticuerpos en ausencia de interacciones previas
con células T (se les llama antigenos T independientes). La
mayor parte de los antigenos T independientes son grandes
polimeros con determinantes antigénicos repetidos (por ejem-
plo, polisacaridos). Las inmunoglobulinas producidas frente a
los antigenos T independientes son por lo general de la clase
IgM vy tienen una baja afinidad por el antigeno. Ademas, las
células B que responden a los antigenos T independientes no
poseen memoria inmunoldgica.

Hasta aqui los principios generales para la produccion de
anticuerpos. Cada antigeno (hablando con propiedad, cada
determinante antigénico) potencia, a través de la accién de
APCs y de las células Ty auxiliares, el crecimiento de una linea
de células B diferente, que es capaz de fabricar anticuerpos que
reaccionan especificamente con ese antigeno. De esta forma, el
hospedador normal puede responder probablemente a 1.000
millones de antigenos distintos, desarrollando un clon especi-
fico de células B en respuesta a la estimulacion por el antigeno.

Volvamos ahora a la orquestacion de estos eventos inmu-
nes y profundicemos en la diversidad molecular de anticuerpos
y receptores de células T, desde el punto de vista de la genética,
a nivel del acido desoxirribonucleico (DNA).



20.11 Mecanismo de formacion de las inmunoglobulinas 841

Célula B

Inmunoglobulina Célula T cooperadora (Tn)

-+

Liberacion de
interleucinas
por células Ty

Antigeno
/

/

/

— Receptor de células T
Antigeno procesado

— MHC clase Il

Procesamiento antigeno
por una célula B

Inmunoglobulina
con el antigeno
unido

Respuesta inmune
primaria

Célula plasmatica (de vida corta) Célula d
élula de

memoria

T e

La reexposicién al antigeno transforma
rapidamente la célula de memoria
en célula plasmatica

Secrecion de anticuerpos

Figura 20.22 Interaccion célula T-célula B y produccion de anticuerpos. La célula B funciona como una célula
presentadora de antigeno (APC) y concentra el antigeno con receptores especificos de inmunoglobulina. Tras el
procesamiento, el antigeno es presentado a la célula TH por una molécula MHC de clase II. La célula TH a su
vez envia una sefial a la misma célula B para que prolifere y forme células plasmaticas (productoras de anti-
cuerpos) o células de memoria. Después de una posterior exposicion al antigeno, parte de las células de memo-
ria se transforman rapidamente en células plasmaticas.
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La produccion de anticuerpos se inicia por el contacto del
antigeno a través de una APC, con una célula TH antigeno-
especifica. A su vez, la célula TH envia sefiales para que la cé-
lula B especifica de antigeno produzxa anticuerpos. El antigeno
actia como un agente selectivo, provocando solamente la
proliferacion de aquellos clones de células que reaccionan con
un antigeno concreto. Los clones permanecen activos durante
afos como células de memoria ¢ inmediatamente pueden ser
estimulados tras la exposicion al antigeno.

%/ ; Qué APCs participan en la presentacion antigénica?

¢De qué manera las células Ty activan a las células B an-
tigeno-especificas ?

20.12

Genética y evolucion de las inmunoglobulinas
y de los receptores de las células T

Si un linfocito B produce inmunoglobulinas de una unica espe-
cificidad, un gen deberia codificar dos cadenas ligeras idénticas
y otro gen codificaria dos cadenas pesadas idénticas. Sin em-
bargo, este no es el caso. Lo que ocurre realmente es que cada
cadena ligera o pesada esta codificada por varios genes que
sufren una serie compleja de reordenamientos en las células B
maduras. ;Coémo se producen esta serie de eventos?

Organizacion de los genes de inmunoglobulinas

Para comprender la genética de la sintesis de inmunoglobuli-
nas, es necesario examinar la estructura de las inmunoglobuli-
nas con mayor detalle. Como se ilustra en la Figura 20.9, existe
una variacion en la secuencia de aminoacidos en la region
variable de las distintas inmunoglobulinas. Mas aun, la varia-
bilidad aminoacidica es especialmente aparente en varias de las
llamadas regiones hipervariables (Figura 20.23). En estos
sitios hipervariables se produce realmente la combinacion del
anticuerpo con el antigeno. Cada region variable en las cadenas
ligera y pesada posee tres regiones hipervariables. Una parte de
la tercera region hipervariable de la cadena pesada estd codifi-
cada por un gen distinto denominado gen D (diversidad),
estando codificados los otros dos sitios hipervariables por el
propio gen de la region variable (V) (Figura 20.24). Ademas, en
la union entre la region de diversidad y los genes de la region
constante, existe una franja de nucledtidos de alrededor de 40
bases de longitud, denominada regién J (unién, del inglés joi-
ning) que esta codificada por un gen diferente (gen J). La ter-
cera region hipervariable estd codificada por una porcion del
gen V y por los genes D y J completos. Por ultimo, la region
constante que define la clase de la molécula de inmunoglo-
bulina estd codificada por el gen C (constante). Las cadenas
ligeras se hallan codificadas por los genes de sus propias regio-
nes variables, genes de la region de unioén y genes de la re-
gion constante, pero no contienen regiones de diversidad (Figu-
ra 20.24).

Conceptos de inmunologia

Region variable,
cadena pesada

k Antigeno

Regioén variable,
cadena ligera

Regiones hipervariables

Region de
diversidad

Regiones
hipervariables

Regiones de unién

G2

c'3

Figura 20,23 Estructura detallada de las regiones variables de las cade-
nas ligera y pesada de la inmunoglobulina. Se muestra solamente una mitad
de una molécula de inmunoglobulina. CH y CL son las regiones constantes
de las cadenas pesada y ligera, respectivamente.

Reordenamientos génicos en linfocitos

En la Figura 20.2 se muestra el origen de las células del sistema
inmune. En los linfocitos existe toda la diversidad genética que
se necesita para fabricar anticuerpos, y ésta se desarrolla a
medida que se produce la diferenciacion celular a partir de
células madre de la médula 6sea. Todas las células B inmadu-
ras contienen unos 150 genes de la region variable de la cadena
ligera y 5 secuencias de union diferentes, mientras que en el
caso de las cadenas pesadas existen ademds unos 50 genes para
la region de diversidad (Figura 20.24). También existen 9%+
genes correspondientes a las regiones constantes de cadenas
pesadas y 2 genes de regiones constantes de cadenas ligeras (a
y (3). Los genes V, J, D y C no se yuxtaponen, sino que se
encuentran separados por secuencias no codificantes (intrones)
que se encuentran normalmente en los genes de los eucariotas
y facilitan sus reordenamientos génicos (véase Seccion 6.1).
Durante la maduracion de los linfocitos B se produce la recom-
binacion génica en las células B, lo que da lugar a la construc-
cion de un gen de cadena ligera activo, y otro de cadena
pesada, que se transcriben y traducen para fabricar las cadenas
ligera y pesada de la molécula de inmunoglobulina (Figu-
ra 20.24). En todas las células B, los segmentos V, D y J selec-
cionados aleatoriamente se fusionan merced a la accion de
enzimas que delecionan el DNA intercalado. El gen activo (que
contiene una secuencia intercalada entre el segmento génico
VDIJ y el segmento génico de la region constante) se transcribe,

* N. del T.: Aunque en la figura solo se indican 5 genes de las cadenas
pesadas, hay que tener en cuenta que en realidad existen 4 isolipos de IgG (IgGl,
IgG2, 1gG3 e 1gG4) y dos isolipos de IgA (IgAl e IgA2).
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y el acido ribonucleico (RNA) primario resultante es procesado
para dar lugar al RNA mensajero final (Figura 20.24).

El gen final correspondiente a la cadena ligera y pesada en
una célula B determinada sufre un reordenamiento aleatorio. El
nimero de combinaciones génicas posibles puede llegar a ser
de hasta 1.000 millones de moléculas de anticuerpo distintas.
Sin embargo, para cada célula B, tnicamente se produce un
reordenamiento capaz de producir una sola proteina, tanto para
los genes de cadenas ligeras como pesadas. De ahi que cada
célula B produzca una sola inmunoglobulina. En otras palabras,
cada célula B fabrica copias de una sola inmunoglobulina con
regiones variables idénticas para las cadenas pesadas y otro tipo
de region variable, también idéntica para todas las cadenas li-
geras.

Durante la formacion de un gen activo para la cadena
pesada del anticuerpo se produce atin mas diversidad. El meca-
nismo de unién del DNA parece ser mas bien impreciso y varia
a menudo en el sitio de las fusiones VDJ en unos pocos nucle-
otidos. Esto es, desde luego, suficiente para modificar uno o

Figura 20.24 Reordenamiento génico de inmunoglobulinas en Jinfoci-
tos B inmaduros y mecanismo de la formacion de la forma activa del gen.
(a) Cadena pesada, (b) Cadena ligera kappa. La cadena ligera lambda esta
codificada en un locus situado en otro cromosoma, (¢) Formacion de una
mitad de la molécula de anticuerpo.

dos aminoacidos y este mecanismo, aparentemente poco pre-
ciso, es fundamental para afiadir mas diversidad. Finalmente,
tras la exposicion de las células B al antigeno, frecuentemente
se producen cambios mutacionales. Estas mutaciones somati-
cas seleccionadas activamente por el antigeno proporcionan
mayor diversidad aun a las inmunoglobulinas (véase el recua-
dro, anticuerpos cataliticos, enzimas y seleccion natural).

En consecuencia, una cantidad relativamente pequefia de
DNA puede codificar un gran nimero de anticuerpos. El des-
cubrimiento de los reordenamientos génicos en linfocitos ha
tenido un gran impacto en nuestra comprension de la genética
eucariota. Tradicionalmente se ha asumido que cualquier célula
de un organismo multicelular era genéticamente idéntico (ex-
ceptuando cualquier mutacion en células somaticas) y que las
diferencias entre los tipos celulares eran consecuencia de la dis-
tinta expresion génica. No es éste el caso de los linfocitos B ya
que en los vertebrados existen varios millones (o tal vez miles
de millones) de linfocitos genéticamente distintos que son el
producto de recombinacion de células somadticas. Los linfocitos
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ATENCION A
ANTICUERPOS CATALITICOS,

a teoria de la seleccion clonal
(véase Seccion 20.10) esta-
lece que la interaccion con el
antigeno es la fuerza motriz
que estimula a las células B especificas
de antigeno, a expandirse y a producir
anticuerpos, que después reaccionan
con el antigeno original. Los inmundlo-
gos piensan que la seleccion clonal es
una caracteristica fundamental de la
respuesta inmune. Sin embargo, existen
otros factores que ayudan a modular la
fuerza final de la interaccion antigeno-
anticuerpo, incluso después de que el
clon original haya sido seleccionado
por el antigeno. Estos factores se deno-
minan en conjunto mecanismos somdti-
cos porque no afectan a los genes de la
linea germinal original, sino que actan
sobre los genes de Ig reorganizados en
las células B maduras. En consecuen-
cia, cada clon, incluso si deriva de la
misma poblacion de genes de la linea
germinal, puede sufrir cambios somati-
cos distintos que determinaran a la pos-
tre la produccion de un anticuerpo dife-
rente.

Vv

Antigeno

Célula B, clon 1

4

Anticuerpo 1,
baja afinidad

(1) La estimulacién aribigénica
de las células B origina la

proliferacion clonal y

la produccion del anticuerpo 1,

que se une al antigeno
con baja afinidad.
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ENZIMAS Y SELECCION NATURAL

Como resultado de los mecanismos
somaticos, una segunda exposicion al
antigeno inmunizante produce habitual-
mente un cambio en la clase de anti-
cuerpo predominante (generalmente de
IgM a IgG (cambio de clase) y un incre-
mento en la fuerza de interaccion anti-
geno-anticuerpo (afinidad). Esta afini-
dad de maduracion es uno de los
factores responsables de la altisima efi-
cacia de la respuesta secundaria. ;Como
sucede esto? Quizd la mejor evidencia
proviene de los estudios experimentales
utilizando anticuerpos que funcionan
como enzimas, los llamados abzimas.
Los abzimas son anticuerpos que van
dirigidos contra substratos y moléculas
analogas. Los abzimas llevan a cabo
reacciones cataliticas sobre substratos a
los que se unen y dan lugar a una modi-
ficacion covalente del substrato y la for-
macion, por tanto, de un producto. Los
mecanismos de reaccion implicados en
la catalisis mediada por anticuerpo pare-
cen ser idénticos a los que median las
clasicas interacciones enzima-sustrato
(véase Seccion 4.5). Desafortunada-

Vv

Antigeno

dicional Célula B, clon 2

Anticuerpo 2,
alta afinidad

(2) Una segunda exposicion
al antigeno induce proliferacon
mutaciones somaticas y
produccién del anticuerpo 2,
que se une al antigeno con ma
afinidad que el anticuerpo 1.

mente, la mayoria de los abzimas poseen
una afinidad muy baja por el sustrato y
no transforman eficazmente el sustrato
en producto. Sin embargo, cuando los
clones de células B productores de abzi-
mas son reexpuestos al antigeno, la afi-
nidad por el substrato aumenta habitual-
mente para algunos anticuerpos (véase
figura). Datos experimentales han de-
mostrado que un abzima producido por
un clon aislado después de repetidas
inmunizaciones se une al substrato con
una fuerza 10.000 veces superior que el
anticuerpo original.

Cuando se realizaron estudios del
clon que ha dado lugar a un mejor
abzima, se descubrieron varios principios
basicos. En primer lugar, se observaron
alteraciones en nueve aminoacidos del
abzima de alta afinidad, cuando se com-
pararon con el abzima del clon original.
Estas alteraciones se correlacionaban con
el aumento de la afinidad de unién por el
substrato y se debian a mutaciones en los
genes de la region V de la cadena pesada
y ligera, casi siempre en las regiones
hipervariables. Sorprendentemente, las
mutaciones no afectaron a los aminoaci-
dos que interaccionaban directamente
con el substrato; las mutaciones se produ-
jeron en areas adyacentes que afectaban a
la forma del sitio de unio6n.

Los bioquimicos especializados en
el estudio de las proteinas estan muy ilu-
sionados con estos resultados que pro-
porcionan una via sencilla para disefar
proteinas cataliticas de elevada eficacia.
La posibilidad de desarrollar anticuerpos
cataliticos utiles a través de inmuniza-
ciones repetidas con analogos del subs-
trato, abre un campo ilimitado de aplica-
ciones practicas. Mediante una seleccion
cuidadosa del substrato antigénico ade-
cuado, se puede inducir a las células B a
la fabricaciéon de abzimas que van a
reaccionar virtualmente con cualquier
estructura imaginable. Por ultimo, este
sistema proporciona un modelo experi-
mental magnifico para investigar la
seleccion natural y la evolucion de los
abzimas utilizando el antigeno substrato
como un agente selectivo bien definido.
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son las unicas células eucariotas en las que se ha descubierto
este tipo de reordenamientos génicos.

La seleccion de ciertas células B como precursoras de un
clon productor de inniunoglobulinas es, hasta cierto punto, una
funcion de la historia antigénica del hospedador. A partir del
repertorio variado de linfocitos B maduros que se ha presentado
con anterioridad, una célula B especifica es estimulada por el
antigeno para que se expanda y forme un clon de células B,
todas con idéntica constitucion genética (véase Figura 20.19).
La teoria de la seleccion clonal predice que muchos tipos de
células B permaneceran «silenciosos» de por vida dentro del
organismo del hospedador, debido a la falta de exposicion al
correspondiente antigeno. Es de esperar que este enorme reper-
torio de diversidad de anticuerpos se halle disponible para una
futura seleccion si se encuentra con nuevos inmundgenos.

Genética de los receptores de la célula T

En la Seccion 20.6 hemos expuesto pormenorizadamente la
estructura del receptor de la célula T (TCR). Recordemos que
los TCRs reconocen fragmentos de antigeno embebidos en el
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) que se
expresa en la superficie celular. Por tanto, los TCRs deben ser
capaces de reconocer al mismo tiempo regiones conservadas de
la molécula MHC y un determinante antigénico especifico.
(Como se explica esto en términos genéticos?

Al igual que las inniunoglobulinas, los TCRs contienen
regiones constantes y variables de secuencias de aminoacidos.
De ahi que no sorprenda que, al igual que ocurre con las inniu-
noglobulinas, un cierto nimero de genes codifiquen las regio-
nes variables de los TCRs. En el raton, la cadena posee alrede-
dor de 100 genes para la region variable y unos 50 segmentos
de unidn, mientras que la cadena 13 tiene 25 genes variables, 2
genes de diversidad y 12 segmentos de unién. Ademas, existen
pequefios segmentos de 1 a 6 nucledtidos que pueden insertarse
en los TCRs entre los segmentos génicos variables, de diversi-
dad y de union. Por tanto, el numero de combinaciones posibles

MHC clase |

Figura 20.25 Estructura comparada
de varias moléculas del sistema inmu-
ne. Advierta que las regiones con una
secuencia de aminoacidos homologa o
casi homologa sugieren fuertemente

de secuencia es enorme, probablemente del orden de 10"\ que
es incluso mayor que el nimero de combinaciones de inmuno-
globulinas.

Partiendo de las similitudes estructurales y genéticas entre
inniunoglobulinas y TCRs, es facil imaginarse que son molécu-
las relacionadas evolutivamente, posibilidad que vamos a con-
siderar a continuacion.

Evolucion de las moléculas del sistema inmune

Desde un punto de vista evolutivo, las tres categorias de molé-
culas especificas inmunoldgicamente. las proteinas MHC, los
TCRs y las inniunoglobulinas, comparten algunas caracteristi-
cas estructurales comunes y representan sin duda moléculas
intimamente relacionadas. El clonaje molecular y la secuencia-
eion de genes que codifican para inniunoglobulinas y TCRs,
sugiere claramente que existe unafamilia de genes que ha evo-
Iucionado a partir de un gen primordial o ancestral que en su
origen codificaba moléculas receptoras muy sencillas y presu-
miblemente mucho menos especificas. Esto puede compro-
barse al comparar las estructuras de las moléculas que se han
expuesto hasta el momento en este capitulo (Figura 20.25).

La obvia relacion evolutiva de las moléculas del sistema
inmune ha llevado a proponer el término de superfamilia
génica para describir a los genes que codifican estas estructu-
ras. Esta superfamilia de genes de inmunoglobulinas se origind
probablemente por seleccion evolutiva a partir de genes que
codificaban para moléculas inmunes primitivas en organismos
ancestrales. Hoy en dia, tras la comparacion de los sistemas
inmunes de varios animales resulta clara esta progresion gené-
tica. Por ejemplo, la comparacion de las reacciones de tipo
inmune en vertebrados e invertebrados sugiere que en los inver-
tebrados existen solamente partes de la superfamilia génica.
Los invertebrados son capaces de desencadenar respuestas de-
fensivas inespecificas muy simples, como la secrecion de sus-
tancias antibacterianas y la fagocitosis. Los cangrejos herradu-
ra, por ejemplo, secretan linfocinas y proteinas con actividad
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antibacteriana semejantes en cierta medida a los anticuerpos,
y poseen también células capaces de fagocitar (véase Sec-
cién 19.10). Sin embargo, los invertebrados no desarrollan res-
puestas inmunes mediadas por células T ni B. Aunque algunos
invertebrados superiores pueden rechazar injertos extrafios, lo
que sugiere que expresarian en sus células moléculas parecidas
a MHC, solamente en los vertebrados podemos encontrar ple-
namente desarrolladas las funciones dependientes del MHC y
los sistemas génicos complejos que se necesitan para codificar
muchas de las moléculas implicadas.

REVISION DE CONCEPTOS 20.12

La diversidad de los genes de inmunoglobulinas y TCRs se
genera a través de un proceso de duplicacion y modificacion
génica. La diversidad resultante es mucho mayor que la espe-
rada por el namero de genes involucrados.

%/ Describa la organizacion génica del DNA genomico de la
cadena pesada de inmunoglobulinas.

¢ Qué moléculas se relacionan evolutivamente con las in-
munoglobul inas ?

20.13
El sistema del complemento

El complemento interacciona con complejos especificos anti-
geno-anticuerpo paia poner en marcha reacciones que no ocu-
rririan de otro modo. El complemento también es un importante
mecanismo efector y, como veremos, estimula los efectos de las
interacciones antigeno-anticuerpo. Estas reacciones se descri-
ben en la Tabla 20.6.

El complemento estd formado por un nimero de enzimas
séricas que interaccionan de una manera secuencial y ordenada
con las células bacterianas u otro material extrafio, provocando
la lisis o pérdida de los componentes celulares como resultado
del dafio a la membrana celular. Estas enzimas, que se encuen-
tran en niveles comparables en todos los individuos, son habi-
tualmente inactivas pero se activan cuando se produce una
reaccion antigeno-anticuerpo. De hecho, una de las principales
funciones de un anticuerpo es reconocer a las células invasoras
y activar el complemento para el ataque. Un sistema como éste
se rige por el principio de economia al existir una gran variedad
de anticuerpos, cada uno especifico de un solo antigeno, capaz
de reclutar la maquinaria enzimatica del complemento. Por
tanto, el organismo no necesita enzimas distintas para atacar a
cada uno de los agentes invasores.

Las reacciones en las que participa el complemento inclu-
yen (1) lisis bacteriana, especialmente de bacterias gram-nega-
tivas, cuando el anticuerpo especifico se combina con el anti-
geno de las células bacterianas en presencia del complemento;
(2) muerte microbiana, incluso en ausencia de lisis; y (3) faci-
litar la fagocitosis que 110 se produce durante la infeccion, en el
caso de que el microorganismo invasor esté dotado de una cap-
sula u otra estructura de superficie que impida la fagocito-

sis (véase Seccion 20.3). Cuando un anticuerpo especifico se
combina con un microorganismo se facilita la fagocitosis y el
proceso se denomina opsonizacién especifica. Puede darse
también la opsonizacion inespecifica en presencia del comple-
mento, algunos de cuyos componentes se unen a las superficies
de los microorganismos y los modifican de tal manera que se
facilita la fagocitosis.

Activacion del sistema del complemento

El sistema del complemento consta de 11 proteinas denomina-
das C1, C2. C3 y asi sucesivamente. La activacion del comple-
mento tiene lugar s6lo con anticuerpos de las clases IgG e IgM
(véase Tabla 20.3). Cuando dichos anticuerpos se combinan
con sus respectivos antigenos, sobre todo en la superficie celu-
lar, los anticuerpos adquieren conformaciones nuevas en sus
dominios de regiones constantes que les permiten fijarse
(unirse) a proteinas del complemento presente (Figura 20.26).
Las proteinas del complemento actiian en cascada, de tal
manera que la activaciéon de un componente origina la activa-
cion del siguiente. En resumen, las fases son (L) union del anti-
cuerpo al antigeno (iniciacion); (2) reconocimiento del com-
plejo antigeno-anticuerpo por Cl; (3) unién de C4-C2 a un
lugar proximo de la membrana; (4) activacion de C3; (5) for-
macion del complejo C5-C6-C7 en la membrana; y (6) forma-
cion del complejo C8-C9. causando la lisis celular.

Como se observa en la Figura 20.26, las reacciones del
complemento C3 inducen una atracciéon quimiotactica de fago-
citos sobre los agentes invasores y la fagocitosis tras la opsoni-
zacion. La reaccion de C5 conduce también a la atraccion de
leucocitos. La serie de reacciones finales desde C5 a C9 origina
la lisis celular y la muerte. La lisis es el resultado de la des-
truccién de la membrana citoplasmatica que determina la for-
macion de agujeros a través de los cuales sale el contenido cito-
plasmatico (Figura 20.27).

El complemento es necesario para la accion bactericida
y litica de los anticuerpos frente a las bacterias Gram nega-
tivas (es interesante destacar que las bacterias Gram positivas
no son destruidas por anticueqx>s especificos, ya sea en pre-
sencia o en ausencia del complemento, si bien las bacterias
Gram positivas son opsonizadas de forma especifica en presen-
cia de anticuerpos). La muerte de las bacterias Gram negativas
requiere anticuerpos frente a antigenos de la superficie celu-
lar. Cuando se mezclan solamente células y complemento 110
se observa efecto citocida ni litico, pero si el anticuerpo se
fija primero a la célula, rapidamente se produce la muerte o la
lisis después de afiadir el complemento. La presencia de anti-
cuerpos es absolutamente necesaria para la fijacion del com-
plemento.

La presencia del complemento o la de anticuerpos especi-
ficos frente a componentes de las capsulas bacterianas facilita
la fagocitosis. Sin embargo, la opsonizacién inespecifica no
necesita la via clasica del complemento sino solamente las pro-
teinas a través de C3. La opsonizacién se produce porque la
union de C3 hace que las células se adhieran a los fagocitos que
poseen receptores de C3 en su superficie. Estos receptores par-
ticipan en la adherencia a los fagocitos de las células bacteria-
nas recubiertas de C3.
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Figura 20.26 El sistema del complemento, (a) Secuen-
cia, orientacion y actividad de los distintos componentes
que interaccionan para lisar una célula. Panel I: Fijacion de
la unidad de reconocimiento del anticuerpo Clq y de otras
proteinas Cl; panel 2: complejo C4-C2; panel 3: complejo
C4-C2-C3-C5 (tras la activacion de la unidad CS5, ésta se
sitlla en un sitio adyacente de la membrana); panel 4, union
de C6, C7. C8 y C9. responsables de la lesion en la mem-
brana. (b) Vision tridimensional del agujero formado pol-

los componentes C5 a C9 del complemento.

REVISION DE CONCEPTOS 20.13

La cascada de proteinas del complemento representa un meca-
nismo inespecifico para la destruccion celular y la opsoniza-
cion. Estd desencadenada por interacciones inmunes mediadas
por anticuerpos especificos y constituye un componente funda-
mental de la defensa del hospedador.

* ¢ Qué clases de inmuno globulinas fijan el complemento?

V ¢ Qué componentes del complemento son necesarios para
una lisis celular completa?

20.14
Anticuerpos policlonales y monoclonales

Una respuesta inmune tipica en el animal da como resultado la
produccion de un amplio espectro de inmunoglobulinas de dis-
tintas clases, afinidades y especificidades para los determinan-
tes antigénicos. Las inmunoglobulinas dirigidas contra un de-
terminante concreto representan so6lo una paite del reservorio
total de anticuerpos. Cada inmunoglobulina esta producida por
un solo clon que es el resultado de la proliferacion por un es-
timulo antigénico; un antisuero que contenga una mezcla de
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Figura 20.27 Miero fotografia electronica de una preparacion por tincion
negativa de Salmonella paratyphi. que muestra los agujeros creados en la
envuelta celular como resultado de la reaccion que implica a antigenos de
envoltura, anticuerpos especificos y complemento.

dichos anticuerpos se denomina por tanto antisuero policlonal.
Sin embargo, es posible producir anticuerpos de una especifici-
dad unica, a partir de un solo clon de células B. Una variedad
de dichos anticuerpos monoespeeificos se denomina anticuer-
pos monoclonales. que se utilizan en investigacion y en me-
dicina clinica. La Tabla 20.5 compara las propiedades de los
anticuerpos preparados frente a un antigeno por los métodos
habituales (mediante la preparacion de un antisuero policlonal)
con las de ios anticuerpos monoclonales.

Hibridomas y anticuerpos  monoclonales

Las células B activadas por antigeno se convierten en clones
que producen un anticuerpo monoclonal (véase Seccion 20.12).
Ahora abordaremos el problema del aislamiento y el creci-
miento de un solo clon de células B para la produccion experi-
mental de anticuerpos monoclonales. Los linfocitos normales
no pueden crecer y mantenerse en cultivo celular. Sin embargo,
los linfocitos B pueden fusionarse con células de mieloma (un
tumor de célula B) para formar lineas celulares hibridas que
crecen en cultivo y conservan su capacidad para fabricar anti-
cuerpos. Esta técnica de la fusion de células B y células de mie-
loma se conoce como técnica del hibridoma y se resume en la
Figura 20.28.

En primer lugar, ha de inmunizarse un ratéon con el anti-
geno de interés v durante unas semanas dejar que los clones de
células B proliferen y comiencen a producir anticuerpo a través
de una secuencia normal de eventos. Después se extrae el tejido
esplénico (bazo) que es rico en linfocitos B. y se fusionan las
células B con células de mieloma (Figura 20.28). Aunque las
verdaderas fusiones solamente suponen una pequefla fraccion
del total de la poblacion celular que permanece en el cultivo, la
adicion al medio de los compuestos hipoxantina. aminopterina
y timidina (denominado por tanto medio HAT) selecciona posi-
tivamente los hibridos fissionados. La explicacion reside en que
las células no fusionadas del mieloma son incapaces de usar los
metabolitos hipoxantina y timidina para escapar de un bloqueo

Caracteristicas de la produccion de
anticuerpos monoclonas y policlonales

Policlonales Monoclonales

Contienen un unico
anticuerpo que reconoce
solamente un determinante

Contienen muchos anticuerpos
que reconocen muchos
determinantes antigénicos

Existen varias clases Se produce una sola clase

de anticuerpos de anticuerpos
(IgC, IgM, etc.)

Para fabricar un anticuerpo Se puede fabricar un
anticuerpo especifico

utilizando un antigeno

especifico es necesario utilizar

un antigeno muy purificado
no purificado

La reproducibilidad y Muy reproducible

estandarizacion son dificiles

metabolico debido a la aminopterina, que es un veneno celular.
Por el contrario, las células hibridas fusionadas pueden utilizar
hipoxantina y timidina. Los hibridos crecen normalmente en el
medio HAT al recibir la informacion genética para esta via
metabolica procedente de las células B. Las células B no fusio-
nadas mueren al cabo de una o dos semanas al no poder crecer
en cultivo durante mas de unas cuantas divisiones celulares.
Después de la fusion, deben identificarse los clones de interés.
Si las células fusionadas se colocan en pocilios de placas de
microtitulacion, y se les deja crecer y fabricar anticuerpos,
como es posible saber qué células producen el anticuerpo de
interés?

Pueden emplearse varias técnicas de ensayo para identifi-
car los clones que producen anticuerpos monoclonales. A partir
de una fusién tipica se aislan varios clones distintos, cada uno
produce un anticuerpo monoclonal frente a un determinan-
te antigénico distinto. Una vez que se han identificado los clo-
nes de interés, pueden crecerse en cultivo celular o pueden
inyectarse en un ratéon y conservarse indefinidamente como un
mieloma murino. Esta linea tumoral murina, secreta grandes
cantidades de anticuerpo monoclonal (en el ratén pueden obte-
nerse a partir de un mililitro de liquido peritoneal (liquido asci-
tico). unos 10 mg de anticuerpo monoclonal puro). Los hibri-
domas especificos de interés también pueden congelarse.
Después, el hibridoma puede descongelarse cuidadosamente y
volver a inyectarse en el ratdn, o crecerse in vitro en un sistema
de cultivo de tejidos, cuando se necesite un anticuerpo mono-
clonal.

Los anticuerpos monoclonales son reactivos extraordina-
riamente Utiles para la investigacion y la medicina. En investi-
gacion basica, pueden usarse anticuerpos monoclonales dirigi-
dos contra marcadores especificos de la célula, por ejemplo,
CD4 y CDS8 en linfocitos T, con el fin de identificar y separar
enlre si mezclas de estos linfocitos. Exploraremos los métodos
para la utilizacién de anticuerpos monoclonales. aprovechando
esta capacidad de discriminacion en el Capitulo 21.

Otras aplicaciones de los anticuerpos monoclonales en
investigacion incluyen los estudios del centro activo de las en-
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Figura 20.28 Técnica del hibridoma y producciéon de anticuerpos mono-
clénales.

zimas, mediante la observacion del efecto en la actividad enzi-
matica cuando se emplean anticuerpos monoclonales contra
determinantes especificos de la enzima. Los anticuerpos mono-
clonales son también ftiles en el tipaje inmunoldégico de bacte-
rias y en la identificacion de células que contienen antigenos de
superficie extrafios (por ejemplo, una célula infectada por un

virus). Los anticuerpos monoclonales se han utilizado igual-
mente en ingenieria genética para la identificacion y cuantifi-
cacion de los niveles de productos génicos no détectables por
otros métodos.

Anticuerpos  monoclonales 'y  medicina

Unas de las aplicaciones mas importantes de los anticuerpos
monoclonales son en el diagndstico clinico y en terapéutica.
Hablaremos de la utilizacion de los anticuerpos monoclonales
en el diagnostico clinico en la Seccion 21.4. En cuanto a la tera-
péutica, quiza la aplicacién mas destacable de los anticuerpos
monoclonales sea la deteccion y el tratamiento de neoplasias en
el hombre. Las células neoplasicas contienen varios antigenos
de superficie que no se expresan en las células normales. Los
antigenos de tumor incluyen a los antigenos de diferenciacion
expresados durante el desarrollo fetal pero no en el adulto nor-
mal. y a los antigenos de superficie especificos de tumor que
son caracteristicos (éstos se detectaron originalmente mediante
anticuerpos monoclonales preparados frente a antigenos de
superficie tumorales escogidos al azar). Puesto que los anti-
cuerpos monoclonales preparados contra determinantes antigé-
nicos relacionados con el cancer deben discriminar entre célu-
las normales y malignas, los anticuerpos monoclonales sirven
como vehiculos para la liberaciéon de toxinas contra células
malignas. Estos anticuerpos especificos de tumor unidos cova-
lentemente a toxinas, se estan probando ahora en ensayos clini-
cos. La especificidad del tratamiento con anticuerpos monoclo-
nales puede mejorar mucho la quimioterapia en el cancer y
evitar el dafio en las células normales inherentes al tratamiento
con substancias quimicas toxicas y radiaciones empleados en la
quimioterapia oncoldgica convencional.

También se han preparado anticuerpos monoclonales que
distinguen antigenos de trasplante en el hombre, mejorando de
este modo la especificidad en las pruebas cruzadas que es esen-
cial para el éxito de los trasplantes. También existen esperanzas
fundadas de que los anticuerpos monoclonales puedan aumen-
tar la especificidad de diversas pruebas clinicas convencionales
como el tipaje de grupo sanguineo, determinacion del factor
reumatoide e incluso en el diagndstico de embarazo; este
ultimo test utiliza anticuerpos monoclonales dirigidos contra
hormonas especificas del embarazo (véase el recuadro Kits de
inmunodiagndstico). Se estdn desarrollando otras moléculas
para el diagndstico in vivo. Por ejemplo, se han utilizado expe-
rimentalmente anticuerpos monoclonales para detectar la mio-
sina expuesta del miocardio; la miosina es la principal proteina
del musculo cardiaco que en condiciones normales llega a
detectarse inicamente después de una lesion del miocardio. De
ahi que un anticuerpo monoclonal especifico de miosina seria
util para diagnosticar la extension de la lesion cardiaca tras un
infarto.

Al igual que ocurre con cualquier reactivo clinico, cuanto
mayor sea su especificidad, mayor sera su utilidad en el diag-
noéstico clinico. Actualmente, los anticuerpos monoclonales
brindan al médico y al microbidlogo clinico la mayor especifi-
cidad inmunolégica (para la deteccion de medicamentos prohi-
bidas, véase el recuadro Prueba de la orina para diagnosticar la
intoxicacién por medicamentos).
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zimas, mediante la observacion del efecto en la actividad enzi-
matica cuando se emplean anticuerpos monoclonales contra
determinantes especificos de la enzima. Los anticuerpos mono-
clonales son también utiles en el tipaje inmunoldgico de bacte-
rias y en la identificacion de células que contienen antigenos de
superficie extrafios (por ejemplo, una célula infectada por un

" monoclonales

virus). Los anticuerpos monoclonales se han utilizado igual-
mente en ingenieria genética para la identificacion y cuanti.fi-
cacion de los niveles de productos génicos no détectables por
otros métodos.

Anticuerpos  monoclonales y  medicina

Unas de las aplicaciones mas importantes de los anticuerpos
monoclonales son en el diagndstico clinico y en terapéutica.
Hablaremos de la utilizacién de los anticuerpos monoclonales
en el diagnostico clinico en la Seccion 21.4. En cuanto a la tera-
péutica, quiza la aplicacion mas destacable de los anticuerpos
monoclonales sea la deteccion y el tratamiento de neoplasias en
el hombre. Las células neoplasicas contienen varios antigenos
de superficie que no se expresan en las células normales. Los
antigenos de tumor incluyen a los antigenos de diferenciacion
expresados durante el desarrollo fetal pero no en el adulto nor-
mal, y a los antigenos de superficie especificos de tumor que
son caracteristicos (éstos se detectaron originalmente mediante
anticuerpos monoclonales preparados frente a antigenos de
superficie tumorales escogidos al azar). Puesto que los anti-
cuerpos monoclonales preparados contra determinantes antigé-
nicos relacionados con el cancer deben discriminar entre célu-
las normales y malignas, los anticuerpos monoclonales sirven
como vehiculos para la liberacion de toxinas contra células
malignas. Estos anticuerpos especificos de tumor unidos cova-
lentemente a toxinas, se estan probando ahora en ensayos clini-
cos. La especificidad del tratamiento con anticuerpos monoclo-
nales puede mejorar mucho la quimioterapia en el cancer y
evitar el dafio en las células normales inherentes al tratamiento
con substancias quimicas toxicas y radiaciones empleados en la
quimioterapia oncoldgica convencional.

También se han preparado anticuerpos monoclonales que
distinguen antigenos de trasplante en el hombre, mejorando de
este modo la especificidad en las pruebas cruzadas que es esen-
cial para el éxito de los trasplantes. También existen esperanzas
fundadas de que los anticuerpos monoclonales puedan aumen-
tar la especificidad de diversas pruebas clinicas convencionales
como el tipaje de grupo sanguineo, determinacion del factor
reumatoide e incluso en el diagndéstico de embarazo; este
ultimo test utiliza anticuerpos monoclonales dirigidos contra
hormonas especificas del embarazo (véase el recuadro Kits de
inmunodiagnostico). Se estan desarrollando otras moléculas
para el diagnostico in vivo. Por ejemplo, se han utilizado expe-
rimentalmente anticuerpos monoclonales para detectar la mio-
sina expuesta del miocardio; la miosina es la principal proteina
del musculo cardiaco que en condiciones normales llega a
detectarse unicamente después de una lesion del miocardio. De
ahi que un anticuerpo monoclonal especifico de miosina seria
util para diagnosticar la extension de la lesion cardiaca tras un
infarto.

Al igual que ocurre con cualquier reactivo clinico, cuanto
mayor sea su especificidad, mayor sera su utilidad en el diag-
noéstico clinico. Actualmente, los anticuerpos monoclonales
brindan al médico y al microbidlogo clinico la mayor especifi-
cidad inmunolégica (para la deteccion de medicamentos prohi-
bidas, véase el recuadro Prueba de la orina para diagnosticar la
intoxicacion por medicamentos).
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Capitulo 20

TECNICAS Y APLICACIONES

KITS INMUNODIAGNOSTICOS

Actualmente existen en el
A mercado kits de inmuno-
diagnostico para ser utili-
zados por el gran publico.
Por ejemplo, practicamen-
te todas las farmacias disponen de
varias marcas comerciales de pruebas
de embarazo y muchas también tienen
en depdsito kits para el diagnostico del
inicio de la ovulacion en las mujeres.
Estos kits se basan primariamente
en los principios de la deteccion de una
hormona excretada por orina. Las prue-
bas de embarazo detectan la presencia
de gonadotropina coriénica humana
(HCG). Cuando es fertilizado el 6vulo
se produce HCG cuya funcion es man-
tener el cuerpo luteo y favorecer el
embarazo. A medida que progresa la
gestacion, el embrion produce y libera
cantidades crecientes de HCG. Durante
este periodo se produce HCG en gran-
des cantidades, liberandose a la sangre,
excretandose por los rifiones a través de
la orina. La menstruacién normal habi-

tualmente tiene lugar hacia los dias 10-.

14 tras la ovulacion, cuando el 6vulo no
es fertilizado. Pero cuando se produce la
fertilizacion, no se produce la menstrua-
cion, y en este momento el nivel de
HCG en la orina de la mujer gestante es
lo suficientemente alto para ser detec-
tado con facilidad mediante estas prue-
bas. De ahi que la deteccion de HCG en
orina sea una prueba diagndstica de
embarazo. Se advierte que las pruebas
son lo suficientemente sensibles para de-
tectar embarazo al primer dia de una
menstruacion que no ha llegado, es decir,

HCG-nostick”

Conceptos de inmunologia

10-14 dias después de la fertilizacion
pero no el primer dia de un embarazo.
La clave del éxito de estos kits es
su simplicidad. Puesto que la mayor
parte de la gente que utiliza estos Kkits
no esta adiestrada en las técnicas estan-
dar del laboratorio, los métodos de la
prueba deben ser muy claros y los resul-
tados faciles de interpretar. La paciente
toma en primer lugar una muestra de
orina. La forma mas sencilla de la
prueba consiste en aplicar sobre la
muestra de orina una tira reactiva. En
otras pruebas, el primer paso implica
vaciar la muestra sobre un filtro o la
inmersion de una varilla en la orina,
seguido de la exposicion del filtro o de
la varilla a una segunda solucioén. Los
resultados se miden por un cambio de
color: una prueba se considera positiva
cuando hay un viraje del blanco al rosa
(véanse figuras) en 30 minutos o menos.
Todas las pruebas comparten ciertos
principios. En algin momento, la HCG
urinaria se une a un anticuerpo mono-
clonal especifico de HCG que esta
inmovilizado sobre un soporte sélido (la
varilla, la tira reactiva o el filtro). A con-
tinuacion, un anticuerpo monoclonal
especifico de HCG en una solucién para
la prueba de la varilla o de la tira reac-
tiva y previamente humedecido sobre la
tira reactiva para la prueba de un solo
paso, reacciona con el complejo anti-
cuerpo inmovilizado-HCG. Este se-
gundo anticuerpo estd unido quimica-
mente a particulas de oro coloidal. Si
este segundo anticuerpo reacciona con
el primero, unido a la HCG, queda

inmovilizado y el complejo entero se
colorea.

Todo este tipo de pruebas que son
modificaciones de las pruebas de inmu-
noanalisis de particulas en solucion
(SPIA), se usan también con profusion
en los despachos de los facultativos
como ayuda al diagnéstico clinico. Por
ejemplo, existen disponibles algunos
tests especificos para los antigenos de
superficie de Streptococcus pyogenes
que causa peligrosas infecciones de gar-
ganta. Antes, la unica manera de identi-
ficar con seguridad wuna infeccion
estreptocdcica era el cultivo y la identi-
ficacion del organismo, un proceso que
implicaba a personal y a un laboratorio
cualificados. La incubacion del cultivo
requeria tiempo, y esta era la causa de
que no se dispusiera de los resultados
hasta las 16 horas como minimo. Hoy
en dia, los resultados estan en minutos
cuando se emplea material de la gar-
ganta obtenido con una torunda. Se dis-
pone igualmente de varios kits de
prueba para detectar autoanticuerpos en
el suero. Estos kits son utiles en el diag-
nostico de enfermedades autoinmunes
como la artritis reumatoide.

Estas pruebas presentan varias
ventajas. Son faciles de realizar, no
requieren experiencia técnica y son
relativamente baratas y razonablemen-
te precisas. También son habitualmente
de caducidad larga y no necesitan de
especiales condiciones de conserva-
cion. Tienen también inconvenientes.
Se trata de pruebas cualitativas por lo
que solamente puede recurrirse a ellas
cuando el resultado es absoluto. Por
ejemplo, existe o no existe embara-
zo. Sin embargo, en algunos casos
podrian ser deseables las medidas
cuantitativas de los niveles, como ocu-
rre en las pruebas que identifican auto-
anticuerpos. Ademas, muchos fabri-
cantes no suministran controles posi-
tivos y negativos adecuados para estar
seguros de que las pruebas funcionan
correctamente. Por lo tanto, los resulta-
dos deberian siempre interpretarse con
precaucion, teniendo en cuenta que po-
dian arrojar falsos resultados negativos
o positivos a consecuencia de técnicas
inadecuadas o reactivos de prueba de-
fectuosos.
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Los anticuerpos policlonales y monoclonales son utiles en in-
vestigacion y en clinica aplicada. La tecnologia monoclonal
consigue hacer, sin embargo, que estas técnicas dispongan de
anticuerpos monoespecificos y reproducibles.

¢ Puede un unico anticuerpo monoclonal reconocer va-
rios epitopos?

i/ ¢Existen anticuerpos monoclonales utiles para pruebas
diagnosticas? ;Por qué o por qué no?

20.15
Reacciones antigeno-anticuerpo

Las reacciones antigeno-anticuerpo se estudian mas facilmente
in vitro recurriendo a preparaciones de antigenos y antisueros.
El estudio de las reacciones antigeno-anticuerpo in vitro se
denomina serologia y constituye una parte esencial del diag-
néstico en microbiologia clinica. Se han descrito distintas reac-
ciones serologicas (Tabla 20.6) segun las propiedades especifi-
cas del antigeno y del anticuerpo y de las condiciones elegidas
para la reaccion. La serologia tiene muchas aplicaciones de las
que aqui se expondran Unicamente algunas de ellas. En el capi-
tulo proximo se abordaran con detalle nuevas aplicaciones
practicas de estas reacciones bdasicas.

El principio de todas las reacciones antigeno-anticuerpo
reside en la combinacion especifica de los determinantes anti-
génicos con la region variable del anticuerpo (Figura 20.29).
La primera fase de cualquier reaccién antigeno-anticuerpo se
basa en la union del antigeno. El sitio de combinacion del anti-
cuerpo mide aproximadamente 2 X 3 nm y es capaz de unir
unos 10-15 aminoacidos de un antigeno proteico. Debe recor-
darse que el reconocimiento del antigeno por el anticuerpo
depende en tultima instancia de la estructura secundaria, tercia-
ria y cuaternaria de las cadenas polipeptidicas del anticuerpo.
La estructura primaria (la secuencia de aminoacidos) es la que
dicta el plegamiento que a su vez estd controlado por la dota-
cion genética de la célula B. El resultado final de este proceso

Tipos de reaccion antigeno-anticuerpo

Localizacion del anligeno Factores accesorios requeridos
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Figura 20.29 Estructura del sitio de combinacion de un antigeno y de
una inmunoglobulina. En verde, el antigeno (lisozima). En azul, la
region variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina, y en amari-
llo la cadena ligera. En rojo aparece el aminoacido glutamina de la liso-
zima. El residuo de glutamina se fija en un bolsillo de la molécula de
inmunoglobulina, pero el reconocimiento global antigeno-anticuerpo
implica el contacto entre distintos aminoacidos tanto en la inmunoglo-
bulina como en el antigeno. Reproducido con permiso de Science 233:
747 (1986) OAAAS.

complejo es un anticuerpo especifico que se combina con un
determinante antigénico especifico tal como se muestra en la
Figura 20.30. Esta combinacion puede bloquear o alterar el
antigeno de tal forma que disminuye o elimina completamente
su actividad bioldgica.

En la Figura 20.30 se representan algunas reacciones anti-
geno-anticuerpo caracteristicas.

Reaccion observada

Soluble Ninguno Precipitacion

En la superficie de una Ninguno Aglutinacion

célula o particula inerte

Flagelo Ninguno Inmovilizacion o aglutinacion
En bacterias Complemento Lisis

En bacterias Complemento Muerte

En eritrocitos Complemento Hemolisis

Toxinas Ninguno Neutralizacion

Virus Ninguno Neutralizacion

En la célula bacteriana Fagocito, complemento

Fagocitosis (opsonizacion)
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Capitulo 20

TECNICAS Y APLICACIONES

PRUEBA DE LA ORINA PARA DIAGNOSTICAR LA

Muchas agencias guberna-
mentales y compaiiias pri-
vadas llevan a cabo progra-
mas para la deteccion de
drogas en un intento de
controlar la intoxicacioén por drogas en el
lugar de trabajo. Cuando una persona
consume una droga, sus metabolitos se
excretan por la orina. La investigacion en
la orina de dichos metabolitos permite
por tanto el diagndstico de la intoxica-
cion por drogas y medicamentos. Las
pruebas habituales para la deteccion de
medicamentos y drogas incluyen las de
canabinoides (presentes en la mari-
huana), cocaina, fenciclidina, anfetami-
nas, propoxifeno, benzodiacepinas, opia-
ceos, esferoides y barbituricos.

Las infimas cantidades de estas
drogas o sus metabolitos en orina, jus-
tifican la necesidad de métodos de
deteccion extremadamente sensibles y
también muy especificos. Las técnicas
inmunolégicas se encuentran entre las
mas sensibles y especificas para los en-
sayos de orina. Habitualmente se em-
plean dos tipos de inmunoanalisis para
las pruebas de orina, el radioinmunoen-
sayo (RIA) y el enzimoininunoanélisis
(ELISA). En un enzimoinmunoensayo
para medicamentos, en primer lugar
debe prepararse un anticuerpo contra la
medicamento o los metabolitos de la
medicamento que se van a analizar. De
esta forma, el anticuerpo reconoce espe-
cificamente un determinante antigénico
de la medicamento. El ensayo se basa
en el principio de la competicion, entre
un antigeno marcado presente en el sis-
tema de ensayo y un antigeno no mar-
cado (la medicamento o su metabolito
en la orina), por los sitios de unién en el
anticuerpo especifico. Tanto en el RIA
como en el ELISA, cuanto mayor sea la
cantidad de droga en la orina, menor es
la cantidad de droga marcada que se va
a unir al anticuerpo.

En el RIA para el analisis de dro-
gas, se afiaden cantidades conocidas de
droga marcada radiactivamente a una
muestra de orina, junto con cantidades
conocidas de un anticuerpo especifico
para la droga que se va a analizar. La
presencia de la droga se mide deter-
minando la radiactividad unida al anti-

jo. -J-
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cuerpo, que a su vez estd unido a un
substrato so6lido. Conforme aumenta la
concentracion de la droga en la orina,
disminuye la radiactividad. En 1-5 hr
pueden detectarse concentraciones de la
droga tan pequeias como 1-5 pg/ml. La
prueba del RIA es muy adecuada para
los programas de rastreo a gran escala,
debido a las técnicas de pipeteo automa-
tico y contaje que pueden emplearse.
En la prueba de ELISA para el ana-
lisis de drogas, el antigeno (droga) se
une covalentemente a una enzima, ge-
neralmente la glucosa-6-fosfato deshi-
drogenasa, cuya actividad puede detec-
tarse mediante una prueba colorimétrica
sencilla y sensible. Si la enzima, a tra-
vés de la droga (ligando) a la que estd
unida, llega a unirse al anticuerpo,
pierde su actividad enzimatica aunque
la enzima libre puede reaccionar con el
substrato. Se mezcla la orina con un
reactivo que contiene el anticuerpo con-
tra la droga, el derivado glucosa-6-fos-
fatasa deshidrogenasa-droga, y la glu-
cosa-6-fosfato. Si la droga esta presente
en la orina, compite con el derivado
enzima-droga por el anticuerpo especi-
fico y entonces la enzima esta libre para
reaccionar con su substrato. Por lo
tanto, a mayor droga presente en la
orina, mayor intensidad de color. La téc-
nica del ELISA tiene la ventaja de que
el tiempo de andlisis es corto y el cam-
bio de color puede detectarse facil-
mente. Sin embargo, esta técnica a
veces es menos sensible que el RIA. La
técnica del ELISA es especialmente
valida cuando se quieren analizar un
pequeiio nimero de muestras en el lugar
donde se recoge la orina (por ejemplo,
lejos del laboratorio). En algunos casos,
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los reactivos estan incorporados a tiras
de papel lo que facilita su utilizacion
por personal no avezado (véase foto).
Para pruebas a gran escala, los disposi-
tivos informaticos tienen una capaci-
dad de procesamiento de hasta 18.000
muestras de orina por hora, y cada
muestra se identifica mediante una eti-
queta autopegable de codigo de barras.

El analisis de drogas en orina
puede utilizar anticuerpos policlonales
o monoclonales indistintamente. Los
anticuerpos monoclonales tienen la ven-
taja de su especificidad y el inconve-
niente de que su afinidad por la droga
no es necesariamente mayor que la de
un anticuerpo policlonal seleccionado.
La seleccion de un anticuerpo depende
de la especificidad y sensibilidad que se
requieran, el coste del producto y la fa-
cilidad de uso.

Un problema que conlleva el em-
pleo de cualquiera de estos métodos in-
munoldgicos para el analisis de la orina
es la reaccion cruzada con otros com-
puestos quimicos que pudieran estar
presentes en la orina. Por ejemplo, el
analgésico ibuprofen da una reaccion
cruzada con los metabolitos de la ma-
rihuana en algunas pruebas; y el antihis-
taminico difenhidramina puede reaccio-
nar cruzadamente en un test de ELISA
con la metadona, un narcotico que sélo
se suministra con receta. La existencia
de estas reacciones falsas positivas
obliga a la confirmacion de la positivi-
dad de los analisis mediante pruebas
independientes, como son la utilizacion
de la cromatografia de gases o la cro-
matografia liquida de alta resolucion.
También se dispone de métodos muy
sensibles que combinan la espectrome-
tria de masas con la cromatografia de
gases y que son validos para identificar
drogas exoticas o drogas que desenca-
denan una escasa reacciéon inmune.

Las pruebas inmunoldgicas para
las drogas en orina han proporcionado
una técnica nueva, y potencialmente de
uso general, para el control de la utili-
zacion de drogas ilegales en el mer-
cado. La prueba de la deteccion de dro-
gas en la orina es otro ejemplo de la
utilidad de la inmunologia en la socie-
dad moderna.



Neutralizacion

La neutralizacion de las toxinas microbianas por anticuerpos
especificos puede ocurrir cuando se combinan las moléculas de
toxina y antitoxina de tal manera que se bloquea la porcion
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Zona de excesol!
de anticuerpo

Zona de exceso
de antigeno
Cantidad de >
precipitado

(b) Antigeno
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activa de la toxina (Figura 20.30a). Las reacciones de neutrali-
zacién de este tipo se cumplen para varias exotoxinas inclu-
yendo la mayoria de las que se enumeran en la Tabla 19.4. Un
antisuero que contenga un anticuerpo que neutralice una toxina
se le denomina antitoxina. También pueden producirse reac-

Toxina + antitoxina

Toxina neutralizada

AR
i &\‘%'f Célula intacta

//

C Weibull, W. D. Bickel. W. T Hashws, K. C Milner. and E Ribi ~

Procentaje
Grupo de la poblacién Suero
sanguineo en USA Anti A Anti B
Tipo O 47 No aglutina No aglutina
Tipo A 42 Aglutina No aglutina
TipoB No aglutina Aglutina
Tipo AB Aglutina Aglutina

Figura 20.30  Algunas reacciones antigeno-anticuerpo. (a) Neutralizacion de una toxina por
una antitoxina.”/?) Reaccion de precipitacion entre un antigeno soluble y un anticuerpo. La gra-
fica muestra la extension de la precipitacion en funcion de la concentracion de antigeno y anti-
cuerpo. (¢) Precipitacion en un gel de agar, un proceso denominado inmunodifusion. Los poci-
lios S contienen anticuerpos contra Proteus mimbUis. Los pocilios A, B y C contienen extractos
~e P. mirabilis. (A la izquierda) se observa una linea de identidad. (A la derecha) El antigeno E
no da reaccion y el antigeno F muestra una linea de identidad parcial, (d) Aglutinacion. Tipaje
de sangre humana del sistema ABO. (A la izquierda) Patron de aglutinacion tipico. (A la dere-
cha) Tabla que muestra los resultados esperados con los distintos tipos de sangre.
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ciones de parecida naturaleza entre virus y sus anticuerpos
especificos. Por ejemplo, los anticuerpos contra las envolturas
proteicas de los virus pueden evitar la adsorcion de los virus a
las células del liospedador. Este es uno de los medios a través
de los cuales puede actuar una vacuna viral. Si la vacuna esti-
mula la formaciéon de anticuerpos que reaccionan con el virus
libre, el virus es incapaz de fijarse y penetrar en las células del
hospedador y no puede iniciar la infeccion.

Precipitacion

La existencia de dos sitios de combinacion en anticuerpos
(bivalencia) (véase Figura 20.9) explica la posibilidad de una
combinacion por cada uno de los sitios con un antigeno dis-
tinto; si ademas el antigeno posee mas de un epitopo libre,
puede formarse entonces un precipitado que estaria constitui-
do por agregados de anticuerpo y antigeno (Figura 20.30b). Las
reacciones de precipitacion, al ser facilmente visualizadas in
vitro, son muy utiles en las pruebas serologicas, especialmente
en la euantificacion de las concentraciones de anticuerpos. El
pico de precipitacion se produce cuando existen proporciones
optimas de las dos substancias que reaccionan; cuando existe
un exceso de cualquier reactante no se pueden formar grandes
agregados de antigeno-anticucrpo (Figura 20.30/;).

Las reacciones de precipitacion se realizan en geles de
agar a través de una inmunodifusion, y son utiles en el estudio
de la especificidad de las reacciones antigeno-anticuerpo. Anti-
geno y anticuerpo difunden hacia el exterior desde pocilios
separados que se han cortado en el gel de agar, y se forman ban-
das de precipitacion en la region donde el anticuerpo y el anti-
geno alcanzan proporciones 6ptimas (Figura 20.30c). Las for-
mas de las bandas de precipitacion y la distancia desde los
pocilios son caracteristicos de las substancias reactantes, y es
posible establecer si dos antigenos que reaccionan frente a los
anticuerpos en un antisuero son idénticos. Para ello se observan
las bandas que se han formado cuando los dos antigenos se
colocan en pocilios adyacentes, cerca del pocilio del antisuero.
Por ejemplo, si dos antigenos en pocilios adyacentes son idén-
ticos. formaran una banda de precipitacion fusionada. A ésta se
le denomina /linea de identidad. Por otro lado, si los pocilios
adyacentes comparten un antigeno, pero un pocilio posee un
segundo antigeno, se formard una linea de identidad parcial
(Figura 20.30c). La pequeiia linea de precipitacion (representa
una reaccion entre el antisuero y el segundo antigeno) se
conoce como un espolon. La inmunodifusion se usa habitual-
mente como una herramienta en la investigacion bioquimica
para valorar la relacion de proteinas obtenidas a partir de dis-
tintas fuentes. Desafortunadamente, las reacciones de precipi-
tacion facilmente visibles no son muy sensibles. Se necesitan
cantidades de microgramos de anticuerpo para visualizar un
precipitado (véase Tabla 21.6). Por tanto, las reacciones de pre-
cipitacion no se utilizan con profusion.

Aglutinacion

Cuando un antigeno no esld en solucion sino que se halla en la
superficie de una célula u otra particula, la reaccion antigeno-

anticuerpo conlleva una agregacion de las particulas que se
denomina aglutinacién.

Los antigenos solubles pueden ser adsorbidos o unidos
quimicamente a las células o a otras estructuras particuladas
como bolitas de latex y entonces se pueden detectar por reac-
ciones de aglutinacion. La célula o la particula sirve sélo como
un transportador inerte. De esta forma se aumenta mucho la
capacidad para detectar la presencia de anticuerpos contra anti-
genos solubles porque la aglutinacién es mucho mas sensible
que la precipitacion.

La aglutinacién de los eritrocitos se denomina hemagluti-
nacion. Los eritrocitos contienen vatios antigenos y existen dis-
tintos antigenos eritrocitarios.

La clasificacion de los antigenos de la sangre se denomina
tipado sanguineo y es un buen ejemplo de una reaccién de
aglutinacion (Figura 20.30d). El principio del tipado sanguineo
consiste en que los anticuerpos, especificos para determinados
antigenos de superficie de los eritrocitos, hacen que los globu-
los rojos formen agregados visibles. Los antigenos de los eri-
trocitos humanos mas comunmente analizados se denominan
A, B y O. El ser humano también produce anticuerpos frente a
algunos antigenos de un grupo sanguineo que no sea el propio.
Por ejemplo, las personas con grupo sanguineo tipo A tienen
anticuerpos frente a los antigenos del grupo B, mientras que los
individuos de tipo O tienen actividad anti-A y anti-B. Los anti-
cuerpos trente a los antigenos A y B se llaman anticuerpos
naturales porque son producidos por la mayoria de las personas
en respuesta a fuentes ubicuas de antigenos. tal como las bac-
terias entéricas.

La razén de realizar un tipado de la sangre previamente a
una transfusion sanguinea, es evitar la destruccion de Jos glo-
bulos rojos que ocurriria si se transfundieran eritrocitos que
expresen un determinado antigeno, a una persona que posea
anticuerpos frente a ese determinado antigeno sanguineo. Si se
produjese la aglutinacion, los agregados celulares podrian acu-
mularse en las venas o arterias bloqueando el flujo sanguineo,
lo que incluso podria causar la muerte; si los anticuerpos pro-
dujesen hemolisis como consecuencia de la accién del comple-
mento. podria originar anemia.

La presencia o ausencia de antigenos A y B o de anticuer-
pos, es el fundamento del ensayo de clasificacion de la sangre
en grupos ABO (Figura 20.3d). Se coloca una pequefia gota de
sangre en un porta-objetos conteniendo antisuero preparado
contra los antigenos A o B de eritrocitos humanos. Estos anti-
sueros con titulo alto de anticuerpos, disponibles comerctal-
mente, se obtienen de personas donantes que han sido inmuni-
zadas frente a estos antigenos de forma natural o artificial. La
reaccion de aglutinacion que se observa en el test de clasifica-
cion de los grupos sanguineos ABO es rapida y de facil inter-
pretacion (Figura 20.30;/); de ahi que este simple ensayo se use
rutinariamente para los grupos sanguineos humanos. Al menos
15 sistemas diferentes de grupos sanguineos se han descrito en
humanos; el sistema ABO es uno de los mas importantes.

La reaccion de aglutinacion es alrededor de 100 veces mas
sensible que la precipitacion, pero muchos inmunoensayos cli-
nicos y diagndsticos se basan en técnicas que son alin mas sen-
sibles (véase Tabla 21.6). Examinaremos algunas de estas sen-
sibles técnicas en el contexto de la inmunologia aplicada en el
Capitulo 21.
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REVISION DE CONCEPTOS 20.15

Las reacciones antigeno-anticuerpo se basan en ultima instancia
en la union del antigeno. Las pruebas de aglutinacion y preci-
pitacion son ejemplos de unidon del antigeno a componentes
macromoleculares o particulados.

|/ ¢ Cudl es el numero minimo de epitopos que debe poseer
un antigeno macromolecular para que se produzca la
precipitacion con un anticuerpo bivalente?

/ ¢Es la aglutinacion mas o menos sensible que la preci-
pitacion? ;Por qué?

20.16
Enfermedades inmunoldgicas

Las enfermedades inmunoldgicas son una consecuencia de la
reaccion lesiva del sistema inmune en el hospedador. En esta
seccion vamos a tratar de la hipersensibilidad. una respuesta
inmunoldgica anormal que origina la hipersensibilidad de tipo
retardado (mediada por linfocitos T) o respuesta inmune
mediada por anticuerpos que provoca la hipersensibilidad
inmediata. Después nos centraremos en la importancia cada
vez mayor de las enfermedades autoinmunes, que se deben a
una rotura de la tolerancia (véase Seccion 20.10) y a reacciones
anormales frente a los antigenos propios (autoantigenos). Por
ultimo, hablaremos de un grupo de toxinas denominadas supe-
rantigenos producidas por bacterias que causan una estimula-
cién masiva de células inmunes y dafio en el hospedador.

Hipersensibilidad de tipo retardado

Se trata de una forma de hipersensibilidad celular que implica
a una subpoblacion de células T llamadas células T de hiper-
sensibilidad retardada (Tp) y cuya sintomatologia aparece de
unas horas a unos dias después de la exposicion al agente
desencadenante. Las reacciones de hipersensibilidad de tipo
retardado estan dirigidas contra determinados microorganismos
y son el resultado de un contacto de la piel con ciertos com-
puestos quimicos sensibilizantes. El ultimo fen6émeno, cono-
cido como dermatitis de contacto, es responsable de muchos
de los trastornos alérgicos de la piel habituales en el hombre,
entre los que se incluyen la reaccion frente a la hiedra vene-
nosa, cosméticos y ciertos medicamentos o substancias quimi-
cas. Poco después de la exposicion al agente, aparece prurito en
la piel en el lugar de contacto, y en unas horas eritema e hin-
chazon, expresion de una respuesta inflamatoria generalizada.
Como consecuencia de la accion de las células inmunes, se pro-
duce la destruccion localizada del tejido.

Un buen ejemplo de reaccion de hipersensibilidad de tipo
retardado es el desarrollo de inmunidad frente al agente etiolo-
gico de la tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis. Esta res-
puesta inmune celular fue descubierta por vez primera por
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Robert Koch durante su cldsico trabajo sobre tuberculosis y se
ha estudiado ampliamente. Los antigenos derivados del bacilo,
que se inyectan por via subcutidnea en un animal previamen-
te inmunizado frente al mismo antigeno, desencadenan una
reaccion tipica en la piel que se desarrolla totalmente trans-
curridas de 24 a 48 horas (por el contrario, las reacciones cu-
taneas en respuesta a los anticuerpos, que se veran posterior-
mente en las reacciones alérgicas convencionales, se desa-
rrollan casi inmediatamente tras la inyeccion del antigeno). En
la region de la inyeccion del antigeno, las citocinas liberadas y
el antigeno estimulan a las células Tp que atraen grandes can-
tidades de macrofagos. Los macréfagos son responsables de
la ingestion y la digestion del antigeno invasor. La reaccion
cutanea caracteristica que se observa en el lugar de la inyeccion
es el resultado de una respuesta inflamatoria secundaria a la
liberacion de citocinas por células T activadas. Esta respues-
ta cutanea sirve de base para la prueba de la tuberculina
que determina una exposicion previa al M. tuberculosis (Figu-
ra 20.31).

Algunas infecciones microbianas desencadenan reaccio-
nes de hipersensibilidad de tipo retardado. Ademas de la tuber-
culosis, estan la lepra, brucelosis. psitacosis (todas causadas
por bacterias), parotiditis (causada por un virus) y coccidioido-
micosis, histoplasmosis y blastomicosis (causadas por hongos).
En todas estas reacciones inmunes celulares se producen reac-
ciones cutaneas tipicas después de la inyeccién del antigeno
procedente del patoégeno, que pueden usarse para el diagnostico
de un exposicion previa al patéogeno.

Hipersensibilidad de tipo inmediato

También existe otra forma de hipersensibilidad en la que se
produce una respuesta inmune mas rapida que en la respuesta
de tipo diferido o retardado. Esta forma de hipersensibilidad se
denomina hipersensibilidad de tipo inmediato y estd mediada
por anticuerpos en vez de células T activadas. Las hipersensi-
bilidades de tipo inmediato engloban generalmente a las aler-
gias y, segln el individuo y el antigeno, pueden causar reaccio-
nes desde leves a muy graves, incluso que amenacen la vida,
por un proceso que se denomina anafilaxis. Los antigenos que
causan estas hipersensibilidades se llaman alérgenos.

En el hombre, de un 10% a un 20% de la poblacioén padece
estos cuadros, incluyendo reacciones alérgicas (anafildacticas) a
alérgenos especificos como polenes, caspa de animales y otros
agentes (Tabla 20.7). En una reacciéon anafilactica caracteris-
tica, un antigeno desencadena (tras la primera exposicion) la
produccion de inmunoglobulinas de la clase IgE. A diferencia
de las inmunoglobulinas circulantes de la clase IgG o IgM, las
moléculas IgE se fijan a través de su dominio constante a la
superficie de células cebadas y basofilos (Figura 20.31). Las
células cebadas (mastocitos) son células fijas del tejido conec-
tivo adyacentes a los capilares a lo largo de todo el organismo,
y los baséfilos son leucocitos moviles que constituyen aproxi-
madamente el 1% de toda la poblacion leucocitaria. Tras una
posterior exposicion al antigeno, la IgE unida a la célula se une
al antigeno. Esta union estimula la liberacion de varios media-
dores alérgicos a partir de mastocitos y basdfilos. Un antigeno
debe ser capaz de unir como minimo dos moléculas de IgE
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sobre la célula para que se inicie la liberacion de estas sustan-
cias vasoactivas.

Los mediadores quimicos fundamentales liberados por
mastocitos y basofilos son histamina y serotonina (ambas
son aminoacidos modificados). Se han caracterizado otros
mediadores anafilacticos que son péptidos pequefios. La libera-
cion de histamina y serotonina provoca vasodilatacion y con-
traccion del musculo liso, lo que da lugar a los signos caracte-
risticos de la anafilaxis. Estos signos incluyen, entre otros,
dificultad respiratoria, eritema, abundante producciéon de moco,
estornudos y prurito y enrojecimiento oculares. En general, los
sintomas suelen ser de corta duracion pero tras la sensibiliza-
cién al antigeno, pueden producirse sucesivas respuestas tras
exposiciones repetidas al antigeno. Segun el individuo, la inten-
sidad de las reacciones anafilacticas puede variar desde sinto-
mas leves (0 ninguno) a sintomas graves que pueden llevar al
individuo al choque anafilactico. En el hombre, el choque ana-
filactico se caracteriza por una grave dificultad respiratoria,
dilatacion capilar (que produce una caida importante de la ten-
sion arterial) y eritema y prurito cutaneos. Si estos casos graves
de choque anafilactico no se tratan inmediatamente con dosis
elevadas de adrenalina para contrarrestar la contraccion del
musculo liso y facilitar la respiracion, puede producirse la
muerte.

Célula B
fabricando IgE
contra un antigeno

Fragmentos
» de union del
Funcién mastocito
cooperadora

Interacciones

macrofago APC
Célula T con su receptor

para el antigeno

Figura 20.31 Hipersensibilidad inmediata (mediada por anticuerpos).

Y

Alérgenos frecuentes en la
hipersensibilidad de tipo inmediato

Polen y esporas de hongos (fiebre del heno)
Venenos de insectos (picadura de abeja)
Penicilina y otros medicamentos

Algunos alimentos

Caspa (epitelio) de animales

Acaros del polvo doméstico

Enfermedades autoinmunes

En la Seccion 20.10 vimos como son eliminadas o anergizadas
las células T y B que van a reaccionar con los autoantigenos
durante la maduraciéon de los linfocitos. Sin embargo, en algu-
nos individuos, se produce la reactivacion de los linfocitos T y
B. La reactivacion de estos clones auto-reactivos provoca tras-
tornos inmunoldgicos que se conocen como enfermedades
autoinmunes. La mayoria son trastornos de curso lento y pro-
gresivo en los que con el tiempo llega a agravarse progresiva-
mente la funcion de algunos o6rganos o tejidos especificos

El antigeno une
dos moléculas de anticuerpo

Receptor IgE

1>
Exposiciones
posteriores al

IgE antigeno

S

Mastocito
(célula cebada)

La IgE sensibiliza los mastocitos
de los tejidos uniéndose a su
superficie a través del receptor para IgE °

Liberacion

de mediadores
alérgicos
(histamina,
serotonina, etc.)

0

Alergias

Fiebre del heno,
Asma, etc.



(Tabla 20.8). Segtn el trastorno especifico, la autoinmunidad
puede afectar a la respuesta inmune celular o de anticuerpos
dirigida contra constituyentes propios. Determinadas enferme-
dades autoinmunes son tipicamente oOrgano-especificas. Por
ejemplo, en la enfermedad de Hashimoto, se fabrican autoanti-
cuerpos contra la liroglobulina, la principal proteina con iodo
del tiroides. En la diabetes juvenil (diabetes mcllitus insulina-
dependiente), se observan autoanticuerpos contra las células
productoras de insulina, en los islotes de Langerhans. Dichos
autoanticuerpos pueden causar la enfermedad por destruccion
de las células, o producirse como consecuencia de la liberacion
de antigenos a partir de las células insulares dafiadas por otros
mecanismos. El lupus eritematoso sistémico (SLE) afecta a la
produccion a gran escala de autoanticuerpos frente a constitu
yentes propios, incluyendo el DNA. Esta enfermedad, y otras
parecidas, estan inducidas por complejos circulantes antigeno-
anticuerpo que pueden depositarse en distintos tejidos, como
rifion y bazo. La fijacion del complemento y las subsiguientes
respuestas inmunes de naturaleza litica e inflamatoria originan
un dafio celular local, aunque generalmente grave en el lugar
donde se depositan los complejos. En ocasiones, las enfer-
medades autoinmunes Organo-especificas son mas facilmente
controladas por la clinica pues el producto de la funciéon del
organo, como tirosina en el caso del hipotiroidismo o la insu-
lina en la diabetes, con frecuencia pueden suplirse en su forma
pura a partir de otra fuente. Los sindromes mas generaliza-
dos como el SLE pueden controlarse inicamente mediante tera-
pia inmunosupresora, si bien este abordaje no esta exento de
riesgo por el aumento de la probabilidad de infecciones oportu-
nistas.

20.16 Enfermedades imimnologicas 857

Cada vez es mas evidente que la herencia tiene una in-
fluencia importante en la incidencia, tipo y gravedad de las
enfermedades autoinmunes. Se sabe que existe una tendencia
hereditaria a desarrollar determinadas enfermedades autoinmu-
nes; muchas enfermedades autoinmunes se correlacionan fuer-
temente con la presencia o ausencia de ciertos antigenos del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) (véase Sec-
cion 20.7). Los estudios de modelos de enfermedades autoin-
munes en el ratéon apoyan dicha ligazén genética si bien es
cierto que las condiciones necesarias para el desarrollo de
autoinmunidad dependen de otros factores, incluyendo los
niveles hormonales y la presencia de agentes infecciosos como
bacterias y virus.

Superantigenos

En las Secciones 19.8 y 19.9 expusimos los efectos de las exo-
toxinas y enterotoxinas bacterianas sobre el hospedador. Como
seflalamos, no todas las exotoxinas, e incluso las enterotoxinas,
funcionan del mismo modo descrito para la toxina del colera
(véase Figura 19.19). De hecho, existe una familia de exotoxi-
nas denominada superantigenos que utilizan un mecanismo de
accion totalmente distinto. Estas toxinas son producidas por
estafilococos y estreptococos. Incluyen la toxina del sindrome
del choque toxico, la enterotoxina estafilococica y la toxina
exfoliativa (véase Tabla 19.4), y todas ellas poseen un meca-
nismo toxico dependiente del sistema inmune. Todos estos anti-
genos se unen a la cadena p del receptor de la célula T (véase
Seccion 20.6) en un lugar distinto al sitio normal de union al

Algunas enfermedades autoinmunes en el hombre

Enfermedad

Diabetes juvenil (diabetes mellitus Pancreas
insulina-dependiente)

Miastenia grave Musculo esquelético

Sindrome de Goodpasture Riflon

Organo o 4rea afectados

Mecanismo

Autoanticuerpos contra antigenos de superficie y
citoplasma de las células insulares de Langerhans
Autoanticuerpos contra los receptores de
acetilcolina en el musculo esquelético
Autoanticuerpos contra la membrana
basal de los glomérulos renales
Autoanticuerpos contra anticuerpos de Ig G propios
que forman complejos y se depositan en las articulaciones

produciendo inflamacion y destruccion del cartilago

Artritis reumatoide Cartilago
Enfermedad de Hashimoto (hipotiruidismo) Tiroides
Infertilidad masculina (algunos casos) Espermatozoides

Anemia perniciosa

Lupus eritematoso sistémico

Enfermedad de Addison
Encefalomielitis alérgica

Esclerosis multiple

Factor intrinseco

DNA, cardiolipina, nucleo-
proteinas, factores de la
coagulacion de la sangre

Glandulas suprarrenales

Cerebro

Cerebro

Autoanticuerpos contra antigenos de superficie del tiroides

Autoanticuerpos que aglutinan los espermatozoides del
hospedador

Autoanticuerpos que impiden la absorcion de la vitamina B,,

Respuesta masiva de autoanticuerpos contra distintos

componentes celulares

Autoanticuerpos contra antigenos de células suprarrenales
Respuesta celular contra el tejido cerebral
Respuesta celular y por autoanticuerpos contra el sistema

nervioso centrai
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antigeno. En algunos casos, esta uniéon puede estimular a mas
del 10% de las células T normales en el individuo afectado. Un
antigeno normal, incluso si es muy potente, estimula a menos
del 0,1% del total de la poblacion de células T. Dicha estimula-
cion masiva da lugar a una participacion simultanea de todas
estas células T en una fulminante respuesta celular caracteri-
zada por efectos inflamatorios generalizados, que producen
algunas veces «shock» (como ocurre en el sindrome del choque
toxico). Este método general de estimulacion del sistema
inmune del hospedador para que produzca dafio en el hospeda-
dos puede ser una estrategia patogénica empleada por estafilo-
cocos y estreptococos.

REVISION DE CONCEPTOS 20.is

La alergia es la consecuencia de la accion de antigenos extrafios
que estimula la inmunidad celular o humoral y la reaccion sub-
secuente de las células efectoras es tan intensa, que se produce
un dafio en el tejido de) hospedador como resultado de la
inflamacion. La autoinmunidad es secundaria a una respuesta
inmune o a una reaccion cruzada dirigida contra antigenos pro-
pios (auto-antigenos).

%/ Distinga entre la liebre del heno y ja alergia a la hiedra

venenosa.

%/ ¢Por qué se considera a la diabetes mellitus insulina-
dependiente una enfermedad autoinmune?

20.17_

Inmunidad frente a las
enfermedades infecciosas

El papel mas importante de la respuesta inmune en el orga-
nismo es la proteccion del hospedador frente a las consecuen-
cias de una infeccion. La importancia de los anticuerpos en la
resistencia a la enfermedad se muestra de una manera muy
clara en los individuos con el trastorno genético agammaglo-
bulinemia, en la que no se producen anticuerpos por deficien-
cia de células B. Dichos individuos son anormalmente sensi-
bles a las infecciones, especialmente a aquellas provocadas por
bacterias, y cuando no existian antibidticos, s6lo unos pocos
sobrevivian en la infancia. La falta general de una respuesta de
anticuerpos se observa también en los individuos que padecen
el sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Sin
embargo, en este caso el problema no se debe a un defecto de
células B. Los enfermos de SIDA sufren, por el contrario, una
pérdida funcional casi total de las células CD4 (fundamental-
mente Ty) (véase Seccion 23.7). La importancia crucial de las
células T en la generacion de inmunidad resulta evidente en los
enfermos de SIDA: la incapacidad de orquestar una respuesta
inmune lleva a la muerte de estos enfermos por infecciones
(véase. Seccion 22.4).

La induccion artificial de inmunidad especifica antiinfec-
ciosa representd, ciertamente, uno de los primeros triunfos del

método cientifico en la Medicina y fue una de las contribucio-
nes mas sobresalientes de la microbiologia al tratamiento y la
prevencion de las enfermedades infecciosas. Un animal o un ser
humano pueden adquirir inmunidad a una enfermedad de varias
maneras.

(1) El individuo puede adquirir la infeccion y desarrollar
inmunidad. Esta es una inmunidad activa natural, porque la
inmunizacién ha sido el resultado natural de una infeccion y el
individuo infectado generd una respuesta inmune. (2) Se pue-
den administrar al individuo inyecciones de un antigeno que se
sepa que induce la producciéon de anticuerpos, un tipo de inmu-
nidad denominada inmunidad activa artificial porque el indi-
viduo en cuestiéon produce anticuerpos, como consecuencia de
la inyeccion del antigeno. (3) Existe un método alternativo que
consiste en que el individuo reciba inyecciones de un antisuero
obtenido en otro individuo que previamente fabric6 anticuerpos
contra ese antigeno. Se habla entonces de inmunidad artificial
pasiva pues el individuo que ha recibido los anticuerpos no ha
tomado parle activa en el proceso de fabricacion de los anti-
cuerpos. (4) Por ultimo, también puede darse la llamada inmu-
nidad natural pasiva. Durante varios meses después del naci-
miento, los recién nacidos conservan anticuerpos tipo I1gG que
han recibido de la madre en la etapa embrionaria. Estos anti-
cuerpos adquiridos antes del nacimiento a través de la placenta,
suponen una proteccion valiosa frente a la enfermedad mientras
se produce la maduracion del sistema inmune del recién nacido.
En la Tabla 20.9 se cotejan inmunidad activa y pasiva.

Una diferencia basica entre inmunidad activa y pasiva
radica en que en la inmunidad activa el individuo inmunizado
es capaz de seguir fabricando anticuerpos especificos y generar
una respuesta secundaria o de refuerzo cuando se expone a una
nueva dosis del mismo antigeno (véase Figura 20.21). La inmu-
nidad activa generalmente dura de por vida. Un individuo
inmunizado pasivamente nunca posee mas anticuerpos que los
que recibié en la inyeccion inicial, y estos anticuerpos van
desapareciendo gradualmente del organismo: ademads, una ino-
culacion posterior con la dosis del antigeno no desencadena una
respuesta de refuerzo. Habitualmente la inmunidad activa se
utiliza como una medida profildctica con el fin de proteger a
una persona contra futuros ataques de un patégeno. La inmuni-
dad pasiva es generalmente terapéutica, y su finalidad es curar
a una persona que padece una enfermedad. Por ejemplo, el
toxoide tetanico {véase proxima secciéon) inmuniza activamente
a un individuo frente a la toxina del Clostridium tetani, mien-
tras que el antisuero tetanico (antitoxina) (véase mas adelan-
te) se administra para inmunizar pasivamente a un individuo
sospechoso de haber entrado en contacto con la exotoxina del
C. tetani.

Vacunacion

El término de vacuna se utiliza para designar al antigeno o a la
mezcla de antigenos que inducen inmunidad activa. Sin em-
bargo, para desencadenar una inmunidad activa frente a enfer-
medades causadas por toxinas, no debe inyectarse la propia
toxina. Muchas exotoxinas pueden ser modificadas quimica-
mente de tal suerte que retienen su antigenicidad pero ya 110 son
toxicas. Esta toxina modificada se denomina toxoide. Los
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jlyj Comparacién entre inmunidad activa y pasiva

Inmunidad activa

Exposicion al antigeno; se logra mediante inyeccion del antigeno

Los individuos que consiguen la inmunidad, fabrican anticuerpos

Sistema inmune activado por el antigeno; memoria inmunolédgica eficaz

El titulo de anticuerpos puede permanecer elevado mediante
dosis de recuerdo posteriores

El estado de inmunidad tarda semanas en desarrollarse

toxoides, por lo general, no son antigenos tan eficaces como las
exotoxinas originales pero pueden administrarse a dosis altas y
con seguridad. Cuando se requiere una inmunizacion contra el
microorganismo completo, como es el caso de los organismos
que producen endotoxinas, para destruir a los microorganismos
habitualmente se usan agentes del tipo del formaldehido, fenol
o el calor, y después se inyectan las células muertas. Las enfer-
medades causadas por endotoxinas para las que se dispone ruti-
nariamente de vacunas son la tos ferina y la fiebre tifoidea. El
tratamiento con formaldehido se emplea también para la inacti-
vacion de virus en la preparacion de algunas vacunas como la
vacuna antipolio de tipo Salk.

La inmunizacion con células o virus vivos es generalmente
mas eficaz que la que utiliza material muerto o inactivado. Con
frecuencia es posible aislar una cepa mutante de un patéogeno
que ha perdido su virulencia pero que todavia conserva los
antigenos inmunizantes; las cepas de este tipo se denominan
cepas atenuadas (véase Seccion 19.11).

En la Tabla 20.10 se resumen las vacunas disponibles para
su utilizacion en el hombre.

La practica de la vacunacion

Los lactantes poseen anticuerpos procedentes de sus madres y
de ahi que sean relativamente inmunes a las infecciones durante
los primeros 6 meses de vida. Sin embargo, es deseable la
inmunizaciéon de los lactantes para las infecciones mas impor-
tantes, tan pronto como sea posible para que su propia inmuni-
dad activa pueda sustituir a la inmunidad pasiva que recibieron
de su madre. Sin embargo, los lactantes tienen una capacidad
para fabricar anticuerpos mas bien escasa por lo que no se
comienza la inmunizaciéon hasta unos meses después del naci-
miento. Como se expuso en la Seccidon 20.11. una sola inyec-
cion del antigeno no se sigue de un fitulo alto de anticuerpos:
por lo tanto, es deseable utilizar una serie de inyecciones para
conseguir un titulo elevado de anticuctpos. En la Tabla 20.11 se
muestra un programa de vacunacion tipico para nifios desde el
nacimiento a la edad escolar.

La importancia de las técnicas de inmunizacioén en el con-
trol de las enfermedades infecciosas esta bien establecido. Tras
la introduccién de un método de inmunizacion especifica en la
poblacion, la incidencia de la enfermedad habitualmente dismi-
nuye de una manera notable (Figura 20.32). El grado de inmu-

Inmunidad pasiva

No exposicion al antigeno; se logra mediante inyeccion
de anticuerpos especificos

Los anticuerpos se fabrican en otro hospedador
No se activa el sistema inmune; no existe memoria

inmunoldgica

El titulo de anticuerpos decae gradualmente

El estado de inmunidad se desarrolla inmediatamente

nizacidon obtenido mediante la vacunacion varia enormemente,
dependiendo del individuo y de la calidad y cantidad de la
vacuna. Sin embargo, raramente se consigue una inmunidad de
por vida por medio de una sola inyeccidn, o incluso tras varias
inyecciones, y la poblacion de células inmunes inducida por la
inmunizacion desaparece gradualmente del organismo. Una
forma en la que ocurre la estimulacion antigcnica, incluso en
ausencia de inmunizacion, es a través de infecciones asintoma-
ticas o menores. Una infeccion natural da lugar a una respuesta
de refuerzo rapida que desemboca en un aumento aun mayor de
las células productoras de anticuerpos activadas y en la fabri-
cacion de anticueipos. Cuando no existe estimulacion antigé-
niea alguna, se desconoce cudnto puede perdurar la inmunidad,
variando el periodo inmune con los distintos antigenos. Sin
embargo, la inmunidad activa frente a determinadas vacunas
como el toxoide tetanico puede durar muchos afios y, en algu-
nos casos, de por vida.

Los métodos de inmunizacién no son Unicamente benefi-
ciosos para el individuo sino que son eficaces como métodos de
salud publica puesto que la enfermedad se propaga escasa-
mente en una poblacién cuando una gran proporcion de sus
individuos son inmunes (véase Seccion 22.6)

Inmunidad  pasiva

El material que se emplea para inducir inmunidad pasiva (el
suero conteniendo los anticuerpos) se denomina suero o tam-
bién antisuero o antitoxina (este Ultimo término se aplica al
suero que contiene anticuerpos dirigidos contra una toxina).
Los antisueros se obtienen de animales inmunizados de gran
tamafio, como son los caballos, o a partir de individuos con ele-
vados titules (cantidades) de anticuerpos. Se dice que estos
individuos son hiperinmunes. El antisuero se estandariza para
que contenga un titulo conocido de anticuerpos; debe inocu-
larse un nimero suficiente de unidades de antisuero para neu-
tralizar cualquier antigeno que pueda estar presente en el orga-
nismo. Algunas veces la fraccion de inmunoglobulinas del pool
de sueros humanos se utiliza como fuente de anticuerpos. Con-
tiene una amplia variedad de anticueipos que las personas nor-
males han fabricado a lo largo de los afios por medio de la
exposicion artificial o natural a distintos antigenos. El conjun-
to de sueros se utiliza cuando no se dispone de antisueros hi-
perinmunes, aunque recientemente va disminuyendo su uso
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Vacunas frente a agentes infecciosos, disponibles para el hombre

Enfermedad

Enfermedades bacterianas

Difteria Toxoide
Tétaos Toxoid e
Tos ferina

Fiebre tifoidea
Fiebre paratifoidea

Tipo de vacuna utilizada

Bacterias muertas (Bordetella pertussis)
Bacterias muertas (Salmonella typhi)
Bacterias muertas (Salmonella paratyphi)

Colera Células muertas o extractos celulares (Vibrio cholerae)
Peste Células muertas o extractos celulares (Yersinia pestis)
Tuberculosis Cepa atenuada de Mycobacterium tuberculosis (BCG)
Meningitis Polisacarido purificado de Neisseria meningitidis

Neumonia bacteriana
Tifus exantematico
Haemophilus influenzae meningitis

Enfermedades viricas

Polisacarido purificado de Streptococcus pneumoniae
Bacterias muertas (Rickettsia prowazekii)
Vacuna conjugada (polysaccharide of Haemophilus influenzae conjugated to protein)

Fiebre amarilla Virus atenuado

Sarampion Virus atenuado

Parotiditis Virus atenuado

Rubeola Virus atenuado

Polio Virus atenuado (Sabin) o inactivado (Salk)

Gripe Virus inactivado

Rabia Virus inactivado (humano) o atenuado (perros y otros animales)

Hepatitis A
Hepatitis B

Varicela Virus atenuado

rutinario debido a la amenaza de contaminacidon (por ejemplo,
con el virus de la inmunodeficiencia humana. VIH, causante
del SIDA).

La utilizaciéon mas frecuente de inmunizacion pasiva es en
la prevencion de hepatitis infecciosa (por el virus de la hepati-
tis A) (véase Seccién 23.13). La inmunoglobuiina humana
denominada generalmente como gammaglohulina, contiene
titulos bastante elevados de anticuerpos contra el virus de la
hepatitis A debido a la difusion en la poblacion de la infeccion
por este virus. A los turistas que viajan a areas donde es alta la
incidencia de hepatitis infecciosa, como el Africa tropical y el
Norte de Africa, Oriente Medio, Asia y regiones de Sudamé-
rica, debe administrarseles dosis profilacticas de gammaglobu

Vacuna de DNA recombinante
Vacuna de DNA recombinanate o virus inactivado

linas humanas. Una sola dosis de 0,02 ml/kg de peso deberia
proteger durante 2 meses si bien para exposiciones mas prolon-
gadas. deberian darse dosis a intervalos repetidos. La gamma-
globulina humana también seria de utilidad en la ferapia de la
hepatitis infecciosa si se administrara precozmente en el peri-
odo de incubacion.

Estrategias alternativas de  vacunacion

La mayor parte de las vacunas que se emplean en la actualidad
se elaboran a partir de organismos completos o toxoides. como
se describié en esta seccion. Sin embargo, existen otros méto-

Inmunizaciones recomendadas en los nifios en USA

1-2 2
meses

Vacuna Al nacer meses

DTP (difteria, tétanos, pertusis)

Polio (oral trivalente)

MMR (sarampion, parotiditis, rubéola)
HbCV (Haemophilus influenzae conjugado)

Opcidén 1
Opcion 2
HBv (virus de la hepatitis B)
Opcion 1 X
Opcidn 2 X

Fuente: Centro para el Control de las Enfermedades; Atlanta, Georgia, USA.

4 6 12 15 6-18 4-6
meses meses meses meses meses afos
X X X
X X X
X X
X
X
X
X
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Figura 20.32 Casos de polio en
USA de 1950 a 1990. Puede
observarse el efecto de Ja intro-

* 861

Vacuna inactivada (Salk)

Vacuna atenuada (oral, Sabin)

duccién de la vacuna antipolio. L
Desde 1990 no se han delectado 1950 1955
casos de polio en USA.

dos distintos para producir antigenos para vacunas. Las vacu-
nas elaboradas a partir de estos métodos estan sustituyendo a
las vacunas mas tradicionales.

El abordaje alternativo mas sencillo para el desarrollo de
vacunas es el uso de péptidos sintéticos. Para la elaboracion de
una vacuna de este tipo, se puede sintetizar un péptido que
corresponda a un epitopo conocido del agente infeccioso. Por
ejemplo, se conoce la estructura del antigeno proteico respon-
sable de la inmunidad frente al virus de la glosopeda, un impor-
tante patogeno. Se ha fabricado un péptido sintético de 20 ami-
noacidos que constituye la porcion antigénica de la proteina y
se ha unido a moléculas de un portador («carrier») adecuado.
Esta vacuna sintética induce una excelente respuesta de anti-
cuerpos neutralizantes frente a este virus. El problema principal
de este abordaje, al tratarse de un método general, reside en que
debe conocerse la estructura antigénica completa de la protei-
na para fabricar una vacuna eficaz. Si bien se ha logrado satis-
facer esta premisa en el caso del virus de la glosopeda, sélo
muy pocos patogenos presentan un perfil antigénico muy bien
definido.

Las sofisticadas técnicas de biologia molecular también
pueden utilizarse para la elaboracién de vacunas. Como se
muestra en la Figura 10.18, los genes que codifican los antige-
nos de practicamente cualquier virus pueden clonarse en el ge-
noma del virus de la vacuna y expresarse. El nuevo virus de la
vacuna obtenido por ingenieria genética puede entonces usarse
directamente para inducir inmunidad al producto del gen clona-
do. Ahora se utilizan seglin estos nuevos abordajes las vacunas
para el antigeno de superficie de la hepatitis B y la varicela.
Este método depende de la disponibilidad del gen clonado que
codifica para el antigeno y también de la capacidad del virus de
la vacuna para expresar el gen clonado en forma de proteina
antigénica. En la Seccion 10.13 se comento el uso de los méto-
dos del DNA recombinante para el desarrollo de vacunas.

Por ultimo, nuestro conocimiento de la estructura de los
anticuerpos ha permitido un nuevo abordaje experimental para

1965 1970 1975 1980 1985 1990
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la produccion de vacunas. El sitio de union al antigeno en una
molécula de anticuerpo puede por si mismo comportarse como
un antigeno capaz de desencadenar una nueva respuesta humo-
ral, incluso en el organismo que genero el primer anticuerpo. La
region variable de una molécula de anticuerpo se denomina
idiotipo. Puesto que son estructuralmente regiones singulares
(recuérdese que existen aproximadamente 10° regiones varia-
bles distintas), los idiodpos pueden comportarse como antige-
nos en el mismo hospedador que los produjo, dando lugar a
anticuerpos anti-idiotipo (Figura 20.33). Si la region variable
de un anticuerpo anti-idiotipo es complementaria del idiotipo,
esta region deberia parecerse estructuralmente al propio anti-
geno original. Parece que estos anticuerpos anti-idiotipo repre-
sentan una parte normal de la respuesta inmune y su unién al
idiotipo explicaria su papel en el control de la sobreproduccion
de idiotipos especificos.

Los idiotipos y anti-idiotipos presentan aplicaciones prac-
ticas en inmunologia. Dado que la region variable de un anti-
cuerpo anti-idiotipo mimetiza el antigeno original, hay un gran
interés en utilizar estos anticuerpos como vacunas libres de
antigeno. {Como funcionan estas vacunas? El anticuerpo anti-
idiotipo no causa enfermedad pero puede comportarse como un
antigeno capaz de desencadenar la formaciéon de anticuerpos
protectores en el hospedador. El desarrollo de vacunas de este
tipo parte del aislamiento de un anticuerpo monoclonal (que
contiene un solo epitopo) reactivo dirigido contra un deter-
minado microorganismo patdégeno y después se emplea este
anticuerpo como un antigeno para producir un anticuerpo anti-
idiotipo (Figura 20.33). Este ultimo, cuando se purifica conve-
nientemente, puede emplearse después como una vacuna con-
tra el patdgeno. Las vacunas anti-idiotipo frente a Escherichia
coli. virus de la rabia, virus de la hepatitis y el parasito Trypa-
nosonui cruzi, han sido eficaces en animales de experimenta-
cion. Si pudieran desarrollarse vacunas libres de antigenos para
numerosas enfermedades del hombre, la ingenieria genética
entraria también en escena ya que los genes clonados que codi-
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Region variable (idiotipo)
antigénico para el
hospedador

Region constante, no antigénica

en elhospedador

(@)
b _ —> Regién variable del idiotipo,
se comporta como antigeno
Antigeno
A Asemeja el
< ) antigeno
v original [
Anlicuerpo
idiotipico Figura 20.33 Generacion de anti-
fabricado contra cuerpos idiotipicos y anti-idiotipicos
el .a':“'geno durante una respuesta inmune, (a) Es-
original tructura de una inmuglobulina que
muestra las partes inmunogénicas de
la molécula en un animal productor.
Anticuerpo anti-idiotipico, (b) Generacién de anticuerpos anti-
) las regiones variables idiotipo. Observe el parecido de la
asemejan el antigeno original region variable del anticuerpo anti-

fican anticuerpos anti-idiotipo (obtenidos por los métodos es-
tandar de la ingenieria genética) (véase Seccion 10.13) permi-
tirian que determinados microorganismos produjeran vacunas
libres de antigenos.

Las vacunas libres de antigenos basadas en anticuerpos
anti-idiotipo representan un medio novedoso y seguro de profi-
laxis de la enfermedad. Esta alternativa terapéutica ha emergido
a partir del conocimiento basico de la estructura de los anti-
cuerpos y la naturaleza de la respuesta inmune.

idiotipo con el antigeno original fren-
te al cual va dirigido.

REVISION DE CONCEPTOS 20.17

La inmunidad antiinfecciosa puede ser pasiva o activa, natural
o artificial. La vacunacion que es una forma de inmunidad arti-
ficial activa, se utiliza profusamente para prevenir y mitigar las
enfermedades infecciosas.

I/ Proponga un ejemplo de inmunidad natural pasiva.

" ;Queé estrategias alternativas existen a la inmunizacion
con vacunas vivas?



