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Resumen

El propésito de esta revisién es resaltar la importancia de la investigacién en el drea de la
inmunologia y su aplicacién en el dmbito clinico. En una primera parte se presentan los
descubrimientos mds importantes que ayudaron a dilucidar los principales procesos fisiolégicos
involucrados en las enfermedades y de esta manera ayudaron a redireccionar la investigacién en
el 4rea de la inmunologia. Seguido, se describe un ejemplo de investigacién bdsica relacionada
con el papel de las citocinas en el absceso hepdtico amebiano, mostrando el trabajo de varios
grupos de investigacién en el mundo, con el objetivo de entender la respuesta inmune contra
el pardsito. Lo anterior nos permite argumentar la relevancia que tiene la investigacién
inmunolégica dentro del contexto clinico.
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Abstract

The purpose of this review is to highlight the importance of research in immunology and its
application in the clinical setting. The first part presents the most important discoveries that
helped to elucidate the main physiological processes involved in the diseases and in this way
helped to redirect research in immunology. Then, we describe an example of basic research
related to the role of cytokines in the amoebic liver abscess, showing the work of several research
groups in the world, with the aim of understanding the immune response against the parasite.
This allows us to argue the relevance of immunological research within the clinical context.
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Introduccion

La inmunologia es una disciplina bioldgica
que ha tenido avances significativos en lo que
va corrido del siglo XXI, evidencia de ello ha
sido dejar de ser s6lo una actividad médica
relacionada con la vacunacién y algunas re-
acciones serolégicas, para convertirse en una
ciencia interdisciplinaria sustentada por teo-
rias y conceptos, lo cual le ha permitido ge-
nerar sus propios planteamientos y estrategias
para resolver las problemdticas de su campo
de accién. De esta forma, la inmunologia
ahora desempefia un papel clave tanto en la
investigacién bdsica como en su aplicacién
clinica (1).

Los avances en esta ciencia han ayudado a
comprender los procesos de generacién de va-
rias enfermedades y de esta forma encontrar
tratamientos para mejorar la salud de muchas
personas alrededor del mundo (2). De hecho,
uno de sus aportes mds notables ha sido el
descubrimiento de los anticuerpos monoclo-
nales, por lo cual recibe el premio Nobel de
medicina en 1984 el quimico argentino César
Milstein. Desarrollos como estos han permi-
tido dilucidar varios procesos inmunolégicos,
lo cual ha posibilitado, desde finales del siglo
XX hasta ahora, el desarrollo de nuevas tecno-
logfas, convirtiendo a la inmunologifa en una
rama independiente de la microbiologia y una
de las especialidades médicas que mds futuro
tiene.

En este documento se presentardn algunos
aspectos que se deben tener en cuenta para
el estudio de la inmunologia clinica en la ac-
tualidad, ademds de presentar un ejemplo de
la forma como se desarrolla la investigacidn,
particularizando en el papel de las citoquinas

en el absceso hepdtico. De esta manera se pre-
tende que este escrito suscite interrogantes y
reflexiones para avanzar y seguir profundizan-
do en esta importante disciplina cientifica.

Estado actual de la inmunologia

Se comenzard por afirmar que la inmuno-
logia ha permitido no solamente desarrollar
vacunas sino también tratar las distintas pa-
tologias que pueden afectar al sistema inmu-
ne (3). De hecho, al estudiar un sinnimero
de variables, esta ciencia se ha convertido en
una especialidad tan compleja, que se la suele
subdividir en ramas tales como inmunologia
cldsica, clinica, diagndstica, inmunoterapia
e inmunologia evolutiva. Ahora bien, resul-
ta necesario aclarar que estas ramas no inter-
vienen independientemente una de otra en
la practica clinica, sino que se encuentran en
constante interaccién.

Con respecto a la inmunologia clinica, su
principal procedimiento es el inmunodiag-
néstico (metodologia que utiliza la reaccién
antigeno-anticuerpo como su principal medio
de deteccién) a partir de técnicas avanzadas y
la investigacién cientifica. No obstante, tam-
bién estudia las enfermedades que se presen-
tan como consecuencia de diversos trastornos
en el sistema inmune, los cuales se pueden
clasificar en inmunodeficiencias, enfermeda-
des autoinmunes e hipersensibilidades.

Al respecto de las inmunodeficiencias, se trata
de enfermedades que disminuyen la eficacia
de los componentes inmunitarios, como por
ejemplo el SIDA (Sindrome de Inmunode-

ficiencia Adquirida), la enfermedad mds co-
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nocida que afecta al sistema inmunitario y
caracterizada por la pérdida de linfocitos T
CD4+ y macréfagos, que son destruidos por
el VIH (Virus de Inmunodeficiencia Huma-
na). Un segundo tipo de enfermedades son
las que provocan que el sistema inmunitario
reconozca a los propios tejidos como extrafios
y los ataque (enfermedades autoinmunes) (4);
de estas, las mds comunes son la diabetes tipo
1, el lupus eritematoso sistémico, la artritis
reumatoidea, la anemia perniciosa, la esclero-
sis multiple, la tiroiditis de Hashimoto y la
esclerodermia, entre otras. Finalmente, estdn
las enfermedades en las que la respuesta del
sistema inmune es exagerada (hipersensibili-
dad), entre ellas encontramos las alergias y el

asma.

Otro aspecto importante que estudian los
inmundlogos clinicos es buscar la forma de
prevenir el rechazo a trasplantes, puesto que
el sistema inmunitario destruye antigenos
extrafos, mediante el reconocimiento del
complejo mayor de histocompatibilidad (5).
En este caso, el laboratorio clinico, con los
avances recientes en tecnologia, juega un pa-
pel importante en el cuidado del paciente al
proporcionar resultados oportunos, precisos y
confiables de la prueba. Tales resultados son
utilizados por los miembros del equipo mé-
dico para hacer el diagnéstico, tratamiento y
tomar las decisiones adecuadas de monitoreo.

Con respecto al desgaste de las funciones in-
munoldgicas, la autoinmunidad y la infec-
cién, se ha determinado que son factores que
subyacen a muchas enfermedades de la vejez,
probablemente se lograria un control impor-
tante de dichas enfermedades mediante mani-
pulaciones inmunolégicas. Ejemplo de esto es
alterando de forma activa el proceso inmune

ambito clinico

gracias al desarrollo de la inmunofarmaco-
logfa, y asi ser capaces de aliviar al paciente
alérgico. En otras palabras, vislumbra la po-
sibilidad de inmunizar contra la inmunidad
no deseada.

El estudio de las citoquinas como
ejemplo de investigacion

El término “citoquina” define un numeroso
grupo de proteinas pequefias no estructurales
que estdn involucradas en la senalizacién celu-
lar. Se incluyen en la familia de las citoquinas:
interleucinas (IL), interferones (IFN), qui-
miocinas, linfoquinas y factores de necrosis
tumoral (TNF). Las citoquinas se producen
generalmente en cascadas y actdan en secuen-
cia, como parte de una red coordinada com-
pleja; aunque su produccién se regula cui-
dadosamente, tanto intracelularmente como
extracelularmente. Este proceso estd dirigido
a que las citoquinas actten sobre las células
diana uniéndose a receptores especificos y
desencadenando asi rutas de transduccién de
sefiales dentro de la célula, lo cual demuestra
su importante papel en el sistema inmune al
regular tanto la intensidad como la duracién
de la respuesta inmune.

Hasta ahora, se ha descrito varias citoquinas,
entre ellas el grupo de IL-1 a IL-38, lo cual
ha posibilitado que las citoquinas se puedan
dividir en dos grupos, de acuerdo con su fun-
cién: citoquinas pro y antiinflamatorias. Las
citoquinas proinflamatorias son las que favo-
recen la inflamacién, siendo las principales
responsables de las respuestas tempranas IL-
1a, IL-1B, IL-6 y TNE-a. Por el contrario,
las citoquinas antiinflamatorias contrarrestan
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diversos aspectos de la inflamacién, incluida
la produccién de citoquinas proinflamatorias;
aunque, algunas citoquinas pueden tener ac-
tividades pro y antiinflamatorias, dependien-
do de la situacién. El equilibrio entre las ci-
toquinas pro y antiinflamatorias determina
el efecto neto de una respuesta inflamatoria,
y una homeostasis alterada de las citoquinas
deshabilita la funcién apropiada del sistema
inmune. Esta dindmica hace posible que algu-
nos pardsitos puedan manipular la respuesta
inmune para poder invadir y multiplicarse en
el huésped, como es el caso del absceso hepa-
tico amebiano (AHA) en el cual los trofozoi-
tos de E. histolytica pueden burlar la respues-
ta inmune e invadir el epitelio hepdtico. Estos
procesos han sido objeto de investigacién me-
diante estudios, tanto in vitro como in vivo,
para analizar el papel de las citoquinas y otros
componentes inmunes del huésped frente al
pardsito por medio de pruebas inmunodiag-
noésticas.

El absceso hepdtico amebiano (AHA) es una
enfermedad mortal en la cual el pardsito
Entamoeba histolytica es capaz de diseminar-
se desde la pared intestinal a otros 6rganos
como el higado, donde produce citélisis de
los hepatocitos y necrosis. Aunque se han de-
sarrollado y probado varios modelos anima-
les, ninguno de ellos ha proporcionado una
explicacién completa de los mecanismos in-
munoldgicos que participan en la invasién y
el establecimiento del pardsito, aunque se ha
obtenido bastante informacién sobre la com-
plejidad de este microorganismo y la enfer-
medad que produce.

A pesar de que el ciclo de vida de la E. his-
tolytica no se ha podido reproducir en mode-
los animales, se ha observado que hdmsteres

con AHA no tratados mueren (6). De hecho,
se ha descrito que la inoculacién con E. his-
tolytica induce, en estos animales, un infil-
trado inflamatorio rdpido, principalmente
compuesto por neutrdfilos, los que rodean
los trofozoitos y los aislan del parénquima he-
pdtico; después, hay una lisis significativa de
neutréfilos, responsable en parte del dafo pa-
renquimatoso durante la evolucién de AHA.
Como resultado, esta patogenia conduce a
mds del 90% de mortalidad en hdmsteres (7,
8). No obstante, en los seres humanos se ha
observado una regeneracién del higado des-
pués de un tratamiento exitoso, probable-
mente por las caracteristicas inflamatorias

especificas (9).

Estudios in vitro previos con E. histolytica han
demostrado que las moléculas amebianas in-
ducen la secrecién y expresién de citoquinas
por leucocitos mononucleares y células epi-
teliales intestinales (9-14). La respuesta Thl
estaria implicada en la inmunidad protectora
contra la amebiasis invasora (15). Por con-
siguiente, E. histolytica podria manipular la
respuesta inmune hacia Th1 favoreciendo la
invasién en el tejido (16). De igual manera,
los estudios 7 vivo en el modelo de xenoin-
jerto de ratén-humano SCID intestinal in-
dicaron que IL-1b e IL-8 se produjeron por
el injerto en respuesta a la infeccién por E.
histolytica (17, 18, 19). En contraste, los ni-
veles de expresién de IL-4, IL-10 y TGF-f
son significativamente mds altos en huma-
nos con sintomas de amebiasis (intestinal o
AHA) en comparacién con controles sanos.
Por otra parte, los pacientes que no presen-
tan sintomas, pero que estin infectados con
Entamoeba sp. no mostraron diferencias en los
niveles de citoquinas en comparacién con el
grupo control. Estas citoquinas (IL-4, IL-10
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y TGE-B) podrian suprimir las respuestas in-
munitarias celulares, lo que daria lugar a una
infeccién sintomdtica (20).

Se ha demostrado que los linfocitos aislados
de pacientes tratados con AHA expuestos al
antigeno de E. histolytica pueden producir
IEN-c in vitro (21). En modelos animales de
AHA, las lesiones hepdticas pueden ser provo-
cadas por la inoculacién directa de trofozoitos
en el higado de conejos, hdmsteres o jerbos
(22). La lectina E. histolytica Gal/GalNAc
puede estimular la produccién de TNF-a en
macréfagos de médula ésea murina prepara-
da con IFN-c (23). Recientes estudios iz vitro
demostraron que el ADN genémico de E. his-
tolytica estimula la linea celular de macréfagos
de ratén RAW 26447 y aumenta los niveles
de ARNm de TNF-a y la produccién de pro-
teina (24). Ademds, se ha informado que las
células cultivadas del epitelio intestinal hu-
mano HT29 pueden producir IL-8 al entrar
en contacto con el pardsito y la lectina (25).

Estudios inmunohistoquimicos mostraron
que, durante la evolucién de AHA en hdmste-
res, los trofozoitos fueron capaces de inducir
una importante respuesta inflamatoria com-
puesta de PMN y leucocitos mononucleares.
Este hallazgo implicé aumentar gradualmente
la expresién de TNF-a, IFN-c, IL-8 e IL-1b
durante las primeras etapas del desarrollo de
AHA, que posteriormente disminuyé lenta-
mente a niveles basales en la etapa crénica de
la infeccién. Ademds, se observé que los he-
patocitos en el parénquima hepdtico que ro-
deaban los focos inflamatorios se indujeron a
expresar TNF-a e IL-8 durante el desarrollo
de AHA (26). La expresién de la citoquina
reguladora IL-10 se produjo muy temprano
después de la infeccién y alteré su patrén de
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expresion en un periodo de tiempo muy estre-
cho. Esta rdpida desactivacién de la expresién
de IL-10 es muy sugestiva de una posible su-
presién mediada por pardsitos de la respuesta
inmune reguladora a través de factores de vi-
rulencia amebiana (27, 28, 29, 30).

Durante la amebiasis, la supresién de las res-
puestas linfoproliferativas (tanto las células T
y B) como la produccién de citoquinas pa-
recen ser sistémicas. En gerbos, el dia 20 de
AHA (fase aguda), los niveles de IL-2 pare-
cen disminuir significativamente cuando se
estimulan las células del bazo con Con A, en
comparacién con los controles no infectados.
Dado que la IL-2 desempena un papel en la
activaciéon y proliferacién de las células T, la
supresién de esta produccién de citoquinas
puede contribuir al establecimiento de la in-
feccién (31). Ademds, linfocitos T humanos
aislados de pacientes curados farmacoldgi-
camente de amebiasis liberan IL-2 e IFN-c
cuando se expone a la lectina amibiana (32).

Aunque la inmunidad innata y adquirida se
consideraba cldsicamente entidades auténo-
mas, los avances recientes en la comprensién
de la senalizacién de los receptores Toll-like,
identificaron la funcién de las citoquinas y
la activacién del complemento en una red de
reguladores que dirigen el cambio de la in-
munidad innata a la adquirida (33). Uno de
esos factores es la citoquina inflamatoria IL-
6, que a través del control diferencial del re-
clutamiento de leucocitos, la activacién y la
apoptosis, ha sido reconocida recientemente
como un regulador de este interruptor inmu-
nolégico.

La generacién de ratones ‘knock-out’ IL-6

(KO) en 1994 brindé una oportunidad tni-
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ca para probar directamente las funciones de
IL-6 in vivo (34). Los ratones con deficiencia
de IL-6 se desarrollaron normalmente pero
no controlaron las infecciones microbianas y
fueron defectuosos en la produccién de anti-
cuerpos dependientes de células T (35, 306).
Los ratones con deficiencia de IL-6 también
se vieron comprometidos en sus respuestas de
fase aguda a la lesién tisular (37). Una serie de
estudios iz vivo indicé que la IL-6 influye en
la polarizacion de las células T (38, 39, 40).
Sin embargo, IL-6 no acttia universalmente
para la induccién de una respuesta de tipo
Th1 o Th2. La interleucina 6 puede favorecer
la produccién de IL-2 y promover el desarro-
llo de una colitis murina mediada por células
Th1 (41). Pero también se sabe que IL-6 su-
prime la polarizacién de las células T mediada
por IL-12 y dirige la diferenciacién de Th2 de
las células T virgenes en las células secretoras

de IL-4 (42).

A lo largo de los afos, a la IL-6 se le han asig-
nado caracteristicas pro y antiinflamatorias
(43, 44). IL-6 podria definirse como un factor
de resolucién que equilibra las respuestas in-
munolégicas pro- y antiinflamatorias debido
a su capacidad de orquestar la transicién de
la inmunidad innata a la adquirida. El con-
trol apropiado de este cambio inmunoldgico
es esencial para la resolucién exitosa de cual-
quier episodio inflamatorio, y la actividad de
IL-6 parece ser critica en el manejo efectivo

de la inflamacién aguda (45, 46, 47, 48).

Se identificaron bajos niveles de IL-6 en flui-
dos sobrenadantes de linfocitos activados ex-
puestos a lectina de adhesién a membrana de
E. histolytica de 220 kDa de mestizos mexica-
nos adultos sanos que se habian recuperado
mucho antes de AHA, en comparacién con

controles sanos. Ademds, los niveles de 1L-5,
IFN-y y TNF-a también fueron mds bajos en
los pacientes, pero los niveles de IL-2, IL-4 ¢
IL-10 fueron similares en ambos grupos (49).
Por lo tanto, una produccién de citoquina
IL-6 regulada negativamente puede potenciar
el desarrollo de AHA (50). Por otra parte, se
ha observado el papel supresor de la IL-10 en
la amebiasis, al estudiar células mononuclea-
res periféricas aisladas de sujetos sintomdticos
que expresaban altos niveles de IL-10 (51).

Los hepatocitos también pueden contribuir
a la produccién de citoquinas quimiotacticas
que reclutan células inflamatorias en los sitios
de infeccién hepdtica, formando un entorno
inflamatorio exacerbado que puede facilitar
el dafo al tejido hepdtico y el desarrollo de
AHA, en lugar de eliminar los trofozoitos. Los
resultados obtenidos por el grupo de Pache-
co-Yépez (26) sugieren que existe una correla-
cién in vivo entre la expresién de citoquinas
inflamatorias y la progresién de la amebiasis
invasiva y que la ausencia de expresién TH2
reguladora/supresora de citoquinas, un factor
importante que inhibe las moléculas proinfla-
matorias, puede conducir a un estado infla-
matorio persistente que a su vez produciria
extenso dano tisular en el higado.

El papel de estas citoquinas en el patdgeno
de los abscesos hepdticos amebianos necesi-
ta mds investigacién, particularmente para
buscar otros factores de crecimiento, como
TGE-b, HGF e IGE, y citoquinas reguladoras
para elucidar sus roles durante las etapas cré-
nicas del desarrollo de AHA. Varios estudios
han demostrado la importancia de los neutré-
filos en la respuesta innata contra la invasién
de E. histolytica (52). Los neutréfilos activa-
dos proporcionan senales para la activacién y
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maduracién de los macréfagos, que a su vez
liberan IL-1b, TNF-a, G-CSF y GM-CSE
de tal forma que estas citoquinas extienden
la vida qtil de los neutréfilos en los sitios de
inflamacién.

La interaccién de lipopéptido fosfoglicano
(LPPG) con TLR-2 y TLR-4 da como resul-
tado la activacién de NF-kappa B y la libe-
racién de IL-8, IL-10, IL-12p40 y TNF-a de
macréfagos humanos. Los neutréfilos activa-
dos aumentan la produccién de especies re-
activas de oxigeno (ROS), activan NF-kB y
aumentan degranulacién de neutréfilos. Los
granulos primarios contienen mieloperoxi-
dasa (MPO), defensinas, lisozima, proteina
bactericida que incrementa la permeabilidad
(BPI), neutréfilo elastasa (NE), proteinasa 3
(PR3) y catepsina G (CG). Los granulos se-
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cundarios se caracterizan por la presencia de
lactoferrina, neutréfilo lipocalina asociada a
gelatinasa (NGAL), proteina antimicrobiana
catiénica humana 18 o cathelin (hCAP-18)
y lisozima. MPO puede unirse a monocitos,
que pueden conducir a la produccién de ROS
y citoquinas proinflamatorias (53, 54).

Estudios realizados por el grupo de Pache-
co-Yepez han sugerido un papel importante
de la MPO en la respuesta inmune contra tro-
fozoitos de E. histolytica en modelos de AHA.
Por un lado, en el modelo de resistencia (ra-
tones Balb/c) se observé un aumento de acti-
vidad y expresién génica de MPO a diferencia
del modelo de susceptibilidad (himster) en el
que se observa ausencia de la actividad y ex-
presién génica de la enzima (55).

Tabla 1. Descripcién de los modelos experimentales empleados en el estudio de las citoquinas en el absceso

hepético amebiano.

AUMENTO DISMINUCION
MODELO EXPERIMENTAL CITOQUINAS CITOQUINAS Ll
Xenoinjerto de ratén-humano SCID intestinal IL-1b e IL-8 17,18, 19
Humanos con sintomas de amebiasis IL'4’. IL-10 y TGF 'B
(intestinal 0 AHA) (suprimen la'respuesta 20
inmune celular)
Linfocitos aislados de pacientes tratados con S
AHA expuestos al antl%eno de E. histolytica IFN-c in vitro 21
Macréfagos de médula dsea murina preparada
con %FN—C, estimuladas con lectina E. TNE-AQ 23
histolytica Gal / GalNAc
Linea celular de macréfagos de ratén RAW N(iivejfls\]%e_é RITTm
264A7 estimulado con ADN genémico de E. ¢ duccio Y da 24
histolytica produccion de
Y proteina
Células cultivadas del epitelio intestinal
humano HT29 estimuladas con el pardsito y IL-8 25
la lectina
Evolucién del absc}?§o hepdtico amebiano en Tl\%ifafrﬁgﬁi{) aiSL—S Etapa crénica TNE-Q, 26
dmster o IL-1b IFN-c, IL-8 e IL-1b
Hepatocitos en los focos inflamatorios durante
el AHA en Hamster TNEF-Q e IL-8 26
Durante el AHA en hamster {1710 se produjomuy | Ripidajnacivacion | 57, 28,29, 30
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AUMENTO DISMINUCION
MODELO EXPERIMENTAL CITOQUINAS CITOQUINAS REF
AHA en jerbos dia 20 de la infeccidn, se toman IL-2 31
células de bazo y estimula con CoA
Linfocitos T humanos aislados de pacientes
curados con tratamiento, estimulados con IL-2 e IFN-c 32
lectina amebiana
Sobrenadantes de linfocitos de humano con
antecedentes de amibiasis, estimulados con IL-6 I"Il:i\SI’FHéIN—Y y 49
lectina amibiana -
Mononucleares de pacientes sintomdticos de 1L-10 51
amibiasis
Macréfagos humanos con amibiasis activados | IL-8, IL-10, IL-12p40 53. 54
con lipopéptido fosfoglicano y TNE-A ’

Fuente. Elaboracién propia.

Como se puede evidenciar, se han realizado
varios estudios para determinar el papel de las
citoquinas en el AHA tanto iz vitro como in
vivo (modelos animales experimentales). Aun-
que no se ha dilucidado la forma en que la E.
histolytica manipula la respuesta inmune, los
experimentos realizados con pruebas inmu-
nodiagnésticas han producido nuevos cono-
cimientos que fortalecen los conocimientos
de la inmunologia como ciencia bdsica y per-
miten desarrollar nuevas e innovadoras inves-
tigaciones en este campo.

No es facil predecir el futuro, pero el ritmo
de avance y acumulacién de conocimientos
basicos de la inmunologia garantiza el adve-
nimiento de novedades casi increibles, ante
las cuales quedardn anticuadas muchas fases
de la prictica clinica actual (56-58). Dentro
de lo previsible, se supone que serd posible
trasplantar pricticamente cualquier érgano
con un porcentaje elevado de éxitos, corregir
la mayoria del tipo de inmunodeficiencias ya
sean heredados o adquiridos. Estaremos en
condiciones de potenciar la resistencia a la
infeccién, asi como de tratar y prevenir gran
parte de las infecciones que son resistentes a
la antibioterapia. Tendriamos en un futuro

la certeza de diagnosticar el cdncer con mds
prontitud y precisién por métodos inmuno-
légicos. Se llegard quizds a tratar con eficacia
formas de cdncer utilizando varias clases de
inmunoterapias, cirugia y quimioterapia, y
se podrd manipular la respuesta inmune para
prevenir algunas enfermedades (59).

Confiamos enormemente en que la mayo-
ria de estas predicciones, si no la mayoria,
se cumplirdn en este nuevo siglo gracias a la
aplicacién de los nuevos hallazgos de la inves-
tigacidn bdsica y aplicada.
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