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Resumen

El proceso de fagocitosis consiste en el reconocimiento, internalizacion y la
degradacion que prepara para la presentacién de antigenos. Se describen
brevemente estas etapas, haciendo especial hincapié en los aspectos
moleculares vinculados a las alteraciones del proceso que se han identificado
en patologias humanas.

Se realiz6 una monografia de revision, seleccionando aquellas revisiones
sistematicas, metanalisis, ensayos clinicos y trabajos cientificos publicados en
revistas arbitradas.

Se analizaron las bases moleculares de las deficiencias en la fagocitosis,
identificando patologias congénitas por alteraciones endodgenas del proceso y
mecanismos de evasion de patégenos que afectan la fagocitosis.

Estos trastornos se clasificaron en fallas intrinsecas y extrinsecas, las primeras
se tratan de inmunodeficiencias congénitas: neutropenia congénita severa,
neutropenia ciclica, sindrome de hiper IgE, déficit de proteinas de adhesion
leucocitaria y enfermedad granulomatosa cronica; las segundas son fallas
provocadas por un patdgeno capaz de evadir o afectar la funcionalidad del
mecanismo fagocitico. Debido a la importancia tanto clinica como
epidemiolégica de la tuberculosis, analizamos el mecanismo por el cual
Mycobacterium tuberculosis logra evitar que el fagosoma se transforme en un

ambiente degradativo y pueda sobrevivir en ese compartimento

Fundamentacion

La inmunidad innata representa la primera linea de defensa contra las
infecciones, reconociendo y respondiendo a patégenos en forma genérica. Esta
compuesta por sistemas que funcionan de manera permanente y otros que se
encuentran inactivos en condiciones basales, y que se activan ante la
presencia de patdgenos. Entre los primeros se encuentran la piel y epitelios de
revestimiento del tubo digestivo y vias respiratorias, entre otros. Dentro de los
componentes inactivos se encuentran las células fagociticas (dentro de los que
se destacan neutréfilos, monocitos, macrofagos y células dendriticas) y el
sistema del complemento.

La fagocitosis, definida como la ingestién de particulas de gran tamafio (20.5

pgm), se trata de un proceso complejo que implica desde el reconocimiento y la
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unioén de las particulas por receptores especificos en la superficie celular, hasta
el procesamiento del microorganismo para la presentacion de antigenos y
secrecion de citoquinas, que conectan esta primera barrera con la respuesta
adaptativa del sistema inmune (1-4).

Alteraciones en este proceso, tanto fallas intrinsecas por déficit en alguno de
los pasos, como la existencia de patdgenos capaces de evadirlo, ya sea
inhibiéndolo o defendiéndose en forma efectiva de los mecanismos efectores
gue conforman la fagocitosis, explican la aparicion de infecciones.
Por este motivo es importante conocer en profundidad este proceso, sus bases
moleculares, su correlacion clinica patoloégica y los posibles blancos
terapéuticos.

En este trabajo realizamos una revision sistemética de las bases moleculares
de la fagocitosis, sus mecanismos y de las alteraciones que afectan la
eficiencia del proceso. Describimos las etapas haciendo énfasis en las
alteraciones que pueden ser causa de distintas patologias.

Considerando que es dificil encontrar en la bibliografia material que englobe de
manera concreta esta tematica, nos planteamos elaborar una monografia de
revision que resulte de utilidad para los médicos generales y especialistas, a la
hora de informarse sobre el tema y conocer la patogenia de las enfermedades

relacionadas con defectos en la fagocitosis o evasion de la misma.

Introduccién: Marco teorico del tema de investigacion
Bases celulares y moleculares de la fagocitosis

Células fagociticas profesionales

Las células fagociticas profesionales son aquellas que presentan receptores
especificos en la membrana, que les permiten reconocer una serie de
microorganismos e internalizarlos. Estas forman parte de las células de la linea
blanca o leucocitos, conocidos en forma genérica como la linea mieloide que
incluye distintos tipos celulares: monocitos, neutrofilos, macrofagos y células
dendriticas. Los fagocitos profesionales cumplen un rol crucial tanto en la
defensa contra infecciones, como en la remocion de células propias

envejecidas o muertas (2).



Estos tipos celulares se originan en la médula 6sea y derivan todas de un
progenitor mieloide comun que genera el mieloblasto (precursor del neutrofilo)

y el monoblasto (precursor de monocito, macrofago y células dendriticas), ver

figura 1.
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Figura 1: Extraido de (1)
el sistema reticulo endotelial,

donde luego de uno a dos dias son finalmente eliminadas. Su rol no se limita al
proceso de fagocitosis, también actia como célula presentadora de antigenos y
como secretora de citoquinas y péptidos antimicrobianos, de importancia en el
proceso inflamatorio.

Los monoblastos se convierten en promonocitos en tres a cinco dias y luego
en monocitos que pasan a la circulacion. Los monocitos logran la maduracion
completa en los tejidos en los que se albergan donde sobreviven varias
semanas como macrofagos y como dendriticas, las células maduras. Estos
reciben distintos nombres segun donde se localicen, por ejemplo célula de
Langerhans en la piel, de Kupffer en el higado y microglia en el tejido nervioso.

El proceso de fagocitosis consiste en el reconocimiento, internalizacion y la
degradacion que prepara para la presentaciébn de antigenos. Se describen
brevemente estas etapas, haciendo especial hincapié en los aspectos
moleculares vinculados a las alteraciones del proceso que se han identificados

en patologias humanas (1-4).



Llegada de los fagocitos al sitio de injuria: quimiotaxis

El reconocimiento del agente “extrafio” comienza con un fenémeno de
acumulacion de células del sistema inmune en el sitio donde se produce la
injuria. Esta acumulacion es posible debido a que se liberan sustancias
endégenas como citoquinas y quimioquinas, Yy sustancias exdgenas
provenientes del patdgeno que actian como quimioatractantes de las células
fagociticas; estas deben llegar al sitio de injuria abandonando los vasos
sanguineos, en el proceso que se denomina quimiotaxis.

Los quimioatractantes actian sobre receptores especificos a nivel de la
membrana del fagocito, desencadenando cambios a nivel de la estructura del
citoesqueleto del mismo, a través de ciclos de polimerizacion vy
despolimerizacion de la actina, dando lugar a la migracion fagocitica, en un
proceso activo que requiere de ATP, asi como de calcio y magnesio (4,5).
Como parte de la respuesta local, en la etapa inicial se produce un
enlentecimiento del flujo sanguineo, favoreciendo la acumulacion local de los
leucocitos, y su desplazamiento por rodamiento, marginacion, adhesion y
transmigracion a través del endotelio hacia el sitio de injuria.

En respuesta a la produccion de factor de necrosis tumoral (TNFa), de
interleuquina 1 (IL-1) y productos microbianos, se produce la activacion del
endotelio con el consiguiente aumento en la expresion de las selectinas E y P.
Los leucocitos, particularmente los neutrofilos, expresan en su superficie
selectina L que interviene en la adhesién al endotelio previamente activado.

El rodamiento de los leucocitos se produce como consecuencia de uniones
débiles, entre las selectinas E y P expresadas en el endotelio vascular, y sus
ligandos glucidicos y selectina L, expresadas en los leucocitos, de manera que
se produce una union de baja afinidad, que se separa rapidamente, rodando de
esta manera a lo largo del endotelio.

Las citoquinas presentes en la zona actian sobre los macréfagos y células
endoteliales, que a su vez secretan nuevas citoquinas y quimioquinas que
aumentan la expresion de integrinas de alta afinidad, a nivel endotelial ICAM-1
y VCAM-1, y a nivel de la membrana leucocitaria, LFA-1, MAC-1, VLA-4 y
LPAM-1, aumentando la intensidad de la unidn entre leucocitos y endotelio.
Posteriormente se produce la transmigracion del leucocito a través de las

uniones intercelulares del endotelio, mediado por integrinas 2, receptores de
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guimioguinas CXCR1 y CXCR2, y la molécula de adhesién VCAM-1 expresada
en el endotelio (1,3-6).

Existen tres tipos principales de moléculas de adhesion leucocitaria,
mencionadas previamente: las integrinas B2, las moléculas de adhesion
relacionadas con las inmunoglobulinas ICAM1, ICAM2 y VCAM1, y la familia de
las selectinas, P, E y L. Con el uso de anticuerpos monoclonales se descubrio
gue las integrinas B2 se encuentran conformadas por una cadena a variable en
los diferentes miembros de la familia, que se denominé CD11, y una cadena 3
conservada, es decir idéntica en todos ellos. Esto explica que una mutacion en
el gen de la cadena 3, comprometa la funcionalidad de todas las integrinas p2,
ademas se ha sugerido que es necesaria la indemnidad de la cadena 8 para la
correcta sintesis o expresion de la cadena a; esto es de relevancia en la

patogenia de las deficiencias de proteinas de adhesion leucocitaria (LAD) (4,5).

Opsonizacion, reconocimiento e internalizacién

El paso inicial de la fagocitosis es el reconocimiento del patdgeno por la célula
fagocitica. Esto es posible por la presencia en la superficie de los fagocitos de
receptores que reconocen patdégenos especificamente.

El grupo de receptores mas estudiado son los de “tipo Toll” (TLR, de toll like
receptors), que participan en el reconocimiento de estructuras moleculares
asociadas a patégenos (PAMPS, de pathogen-associated molecular patterns).
Son receptores transmembrana de tipo 1 que deben su nombre a que
presentan homologia con la proteina Toll de Drosophila y el receptor de la IL1.
En la actualidad se conocen 11 TLR en humanos. Presentan un amplio
espectro de ligandos, incluyendo patrones moleculares presentes en bacterias,
hongos, levaduras y parasitos. El mas caracteristico de estos patrones es el
lipopolisacérido (LPS) que se encuentra en la membrana bacteriana; otros
patrones incluyen la flagelina, peptidoglicanos y formas alternativas de DNA
caracteristicas de los virus (5,7-9).

Otros receptores para constituyentes propios de los microorganismos incluyen
el receptor para manosa (MR) y el de mananas e integrinas (Dec 205).

Otros tipos de receptores que participan en la fagocitosis son aquellos que
reconocen proteinas del hospedero que se encuentran recubriendo a los

patdgenos.



Estas proteinas son denominadas opsoninas, e incluyen anticuerpos,
fundamentalmente 1gG, proteinas del complemento como C3b, C3bi y C4b, y
lectinas, entre otros.

Cuando un patégeno es cubierto por opsoninas se conoce al proceso como
opsonizacién. Los receptores de opsoninas incluyen a los receptores para la
proteina fijadora de manosa (MBPR), receptores para la proteina surfactante A
(SPR2), receptores para el sector Fc de las inmunoglobulinas 1gG (FcR) y los
receptores para moléculas del sistema del complemento C3b (CR1) y C3bi
(CR3). De todos los mencionados, los receptores mas conocidos son los FcR,
con sus dominios citoplasmaticos asociados a regiones ITAM, necesarias para
la fosforilacion de tirosinas y la transduccion de sefales. Los receptores
revestidos por clatrina, ubicados en zonas de la membrana plasmatica,
permiten que se invagine la membrana para rodear al material extracelular, y
asi formar la vacuola fagocitica.

Esta vacuola, durante el proceso de maduracion, se fusionara con diversas
vesiculas, en particular con los lisosomas para formar el fagosoma maduro o
vacuola fagolisosomal, en donde a través de mecanismos efectores varios, que
se separan en mecanismos oxidativos y mecanismos no oxidativos, destruira
dicha particula o patégeno.

Durante la endocitosis en el fagocito se desencadenan cascadas de
sefializacion, en particular fosforilaciones con la activacion de diversas
proteinas, que a través de las pequefias GTPasas RAC o RAS, promueven
diversos cambios. Esos efectos incluyen activacion transcripcional, rearreglos
en el citoesqueleto como la polimerizacion de la actina y liberacién de
mediadores inflamatorios, pasos necesarios para llevar a cabo el proceso.
Ademas de los receptores ya mencionados, también pueden participar de la
internalizacion del patdgeno, complejos macromoleculares como los rafts y
caveolas. Los rafts, presentes en la membrana plasmatica y endosomal de las
células eucariotas, son microdominios lipidicos que poseen abundante
colesterol y glucolipidos con fosfatidil inositol, mediante el cual se enlazan a las
membranas celulares. Las cavéolas son un tipo especializado de estos rafts,
gue se caracterizan por la presencia de oligdbmeros de la proteina caveolina.
Estos complejos son responsables de algunos mecanismos endociticos

diferentes de la fagocitosis.



La vesicula formada se denomina caveosoma y no tiene ninguno de los
marcadores endosomales que se encuentran en las otras vacuolas.
Bacterias como Mycobacterium Bovis y Escherichia Coli, asi como virus como
Sarampion e Influenza son algunos de los microorganismos que penetran en

las células por éstos mecanismos, ver figura 2 (4,5,10,11).
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Figura 2: Internalizacion de microorganismos por las céluas fagociticas. Extraido de (5).

Maduracién de la vacuola fagosomal

La maduracion fagosomal es el proceso por el cual la particula fagocitada es
transportada en una vacuola que se va transformando en un compartimento
cada vez mas “degradativo”. La caracterizacion del proteosma fagosomal ha
llevado a la identificacion de una serie de proteinas que participan de la
regulacion del proceso de maduracion.

Durante la endocitosis mediada por receptor, este se internaliza, hundiéndose
en la célula en una vesicula recubierta por clatrina. Luego que la vesicula se
escinde de la membrana mediada por dinamina, la clatrina es removida y los
receptores pasan a un endosoma de reciclado, desde donde pueden llegar a
reincorporarse a la membrana plasmatica.

Algunas proteinas involucradas en el proceso de maduracion del fagosoma son
las anexinas que actlan como nexo entre la membrana y el citoesqueleto y las

pequefias GTPasas. Las vesiculas adquieren la proteina Rabb, integrante del



grupo de las pequefias GTPasas, que es activada por una proteina de
intercambio de nucledtidos (GEFs), permitiendo que la vesicula se fusione con
otras estructuras ricas en Rab5 y/o ricas en Rab4. Este mecanismo de
dimerizacion es la base de la fusion de las vesiculas que ocurre durante la
maduracién. Mas adelante, desaparece Rab5 (marcador de fagosoma
temprano) y aparece Rab7 (marcador de fagosoma tardio). La aparicion de
Rab7 resulta en el reclutamiento del efector de Rab7, llamado RILP y
finalmente la fusion con los lisosomas con la consiguiente acidificacion y
adquisicién de los marcadores lisosomales LAMP-1 y LAMP-2.

Esa vesicula madura, ultima en el proceso, es la que se denomina
fagolisosoma.

Estas fusiones y fisiones van haciendo que la vacuola que contiene al
microorganismo cambie no solo su composicién de membrana, sino también
sus contenidos en la luz de la vacuola: caracteristicamente los endosomas
tempranos contienen catepsina H, y los tardios catepsina S.

A medida que la maduracion progresa, los fagosomas migran sobre los
microtabulos, esto se encuentra regulado por proteinas como, la dyneina,
dynactina y kinesina. El proceso completo dura aproximadamente treinta

minutos, pudiendo variar segun la particula ingerida (4,5,10,11).

Mecanismos efectores en el fagosoma

Mecanismos oxidativos

Cuando el proceso de fagocitosis comienza, se activa también el evento
denominado “estallido respiratorio”, que consiste en un gran aumento en el
consumo de oxigeno no inhibible por cianuro, es decir independiente de la
cadena respiratoria mitocondrial. Este proceso depende de la activacion de la
isoforma 2 de la NADPH oxidasa (NOX2), una enzima de membrana
plasmatica que cataliza la produccién del radical libre superéxido (O,7) por la
reduccion univalente del O, usando el NADPH como dador de electrones

(ecuacion):

20, + NADPH — 2 0,” + NADP® + H'

La NOX2 de células fagociticas se encuentra quiescente en la célula en estado

basal; en respuesta a particulas fagocitables se produce su activacion que



depende de la fosforilacién y migracién de proteinas citosolicas (p67, p47 y
p40) reguladoras que se ensamblan con la subunidad de membrana

(gp91phox), ver figura 3 (11).
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Figura 3: Activacion del sistema NADPH oxidasa. Extraido de (11)

Durante el estallido respiratorio también se puede evidenciar un alto consumo
de glucosa, por la via de las Pentosas Fosfato, responsable de producir el
NADPH.

Durante el proceso fagocitico, la enzima es internalizada en la vacuola de cara
al interior de la misma, es decir que el O, se forma en el interior de la vacuola.
La produccién de superoxido como mecanismo efector de la respuesta inmune
no se debe a una accién directa de este radical sino a la formacion de las
especies derivadas; el H,O, formado por dismutacion, que puede actuar
directamente o como sustrato de la mieloperoxidasa (MPO) en neutroéfilos, para
formar otras especies oxidantes como el hipoclorito (HOCI). La produccion de
HOCI alcanza concentraciones dentro del fagosoma de un neutrofilo suficientes
para matar una bacteria, sin embargo los individuos que presentan una
deficiencia en mieloperoxidasa son menos susceptibles a infecciones que los
deficientes en NOX2 (11).

El O,” ademas puede reaccionar con otro radical libre, el éxido nitrico ((NO)
formado por la enzima inducible oxido nitrico sintasa (INOS). El producto de

esa reaccibn es otra especie fuertemente oxidante, con alta capacidad
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microbicida, el peroxinitrito (11). De la correcta accién conjunta de los radicales
libres del oxigeno y del nitrégeno, asi como de sus derivados (anion
superdéxido, radical hidroxilo, peréxido de hidrégeno, hipoclorito y peroxinitrito) y
de los péptidos y proteinas microbicidas de los granulos lisosomales,
dependera la muerte de los microorganismos fagocitados.

La evasion de estos efectores puede ser lograda por los microorganismos
patégenos en forma de diversas estrategias; el aumento de las defensas
antioxidantes ha sido detectado en algunos agentes patégenos como
responsable de la virulencia de algunas especies. Existen también bacterias y
parasitos que cuando son fagocitadas impiden el ensamblado de la NOX2, lo
gue desarma todo el sistema oxidativo, ya que la formacion del superoxido es
necesaria para producir la bateria de oxidantes ya nombrados. La importancia
de la integridad del “estallido respiratorio” se evidencia en situaciones clinicas
asociadas a la ausencia o deficiencia de NOX2 por mutaciones en algunas de
sus subunidades (enfermedad granulomatosa cronica), y déficit de glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa, responsable del paso inicial de la via de las pentosas
fosfato (4,10,11).

Mecanismos no-oxidativos

Uno de los mecanismos microbicidas mas conocido del fagosoma, es el
descenso del pH intravacuolar hasta pH 5.5-6.0, que si bien no llega a ser tan
acido como para matar a los microorganismos, su efecto microbicida esta
relacionado con la activacion de las enzimas hidroliticas, ya que su pH 6ptimo
es acido. Estas enzimas incluyen lipasas, proteasas, nucleasas y glucosidasas

lo que permite la degradacion de todas las biomoléculas.

En la acidificacion del fagosoma esta implicado un sistema enzimatico, ubicado
en la membrana lisosomal, que funciona como bomba de protones, el sistema
protbn ATPasa. EI mismo se incorpora al fagosoma al ocurrir la fusion
fagolisosomal, junto con las enzimas hidroliticas lisosomales, ver figura 4.

La importancia de éstos mecanismos no oxidativos, se deduce en casos
clinicos en donde estos componentes fallan. Por ejemplo el déficit en alguna de
las enzimas hidroliticas, forma parte de las patologias conocidas como
enfermedades lisosomales. También es interesante comentar que el

mecanismo por el cual Mycobacterium tuberculosis sobrevive en el fagosoma
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del fagocito es porque logra evitar la maduraciébn de esta vacuola y en
particular la fusion con los lisosomas, evitando de esta manera el efecto de los

mecanismos no oxidativos. (4,10,11)

/ FAGOLISOSOMA Dafio en los microorganismos

-Peroxidacion de lipidos de
NADPH-OXIDASA membrana

-Descarboxilacion y
desaminacidn de proteinas
-Labilizacion de proteinas
estructurales y enzimaticas
-Halogenacion e inactivacion de
proteinas

-Despurinacion de acidos
nucleicos

-Fragmentacion del DNA y RNA
-Inactivacion de enzimas
-Interferencias metabolicas

H B

¥~ Proton-ATPasa

Endosoma @)

Figura 4: Muerte de los microorganismos por el fagolisosoma (Mecanismos
oxidativos y no oxidativos). Extraido de (3).

Objetivo General del Trabajo

Analizar las bases moleculares de las deficiencias en la fagocitosis.

Objetivos especificos
Conocer las bases moleculares del proceso de fagocitosis en condiciones

fisiologicas.

Identificar patologias congénitas que se desarrollan debido a defectos en el

proceso de fagocitosis y comprender su patogenia.

Analizar los mecanismos de evasion de patégenos que afectan el mecanismo

de fagocitosis.

Metodologia

Se realiz6 una monografia de revision. Los estudios que se utilizaron fueron
producto de una busqueda bibliografica en 5 bases de datos, siendo estas:
Pubmed, Medline, Timbd, Scielo y Google Académico. Los términos de
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busqueda fueron: “fagocitosis”, “alteraciones”, “deficiencia”, “patologia”,

Ky N [{Pegl)

‘enfermedades”, “clinica”, “y”, “0”, “phagocytosis”, “deficiency”,

“ [ (b

and”, “or’,
“‘iiness”; el limite de busqueda establecido inicialmente fue la fecha de
publicacion no anterior al afio 2000. Como consecuencia de la busqueda inicial
surgié la necesidad de ampliar la misma utilizando términos adicionales,
especificos para cada patologia a investigar. Estos fueron: “enfermedad
granulomatosa cronica”, “neutropenia congénita severa”, “neutropenia ciclica”,
“sindrome de hiper IgE”, “déficit de adhesion leucocitaria®, “tuberculosis”. Se
seleccionaron aquellas revisiones sistematicas, metanalisis, ensayos clinicos y

trabajos cientificos publicados en revistas arbitradas.

Alteraciones en el proceso fagocitico

Se desarrollan a continuacion los trastornos cuya patogenia deriva de un
defecto en el proceso de fagocitosis. Se clasificaron en fallas intrinsecas y
extrinsecas del proceso; las primeras se tratan de inmunodeficiencias
congénitas: neutropenia congénita severa, neutropenia ciclica, sindrome de
hiper IgE, déficit de proteinas de adhesion leucocitaria, y enfermedad
granulomatosa cronica; las segundas son fallas provocadas por un patégeno
capaz de evadir o afectar la funcionalidad del mecanismo fagocitico, se
desarrolla por su importancia tanto clinica como epidemioldgica la infeccion

producida el bacilo de Koch.

Fallas intrinsecas

Disminucion del numero de células fagociticas: neutropenia congénita
severa (NCS)

Si bien las neutropenias no constituyen una alteracibn en el proceso de
fagocitosis de cada célula, se encuentra afectada la fagocitosis de forma
general por estar disminuido el recuento de neutréfilos y porque éstos son uno
de los principales tipos celulares que la llevan a cabo.

La NCS forma parte del conjunto de inmunodeficiencias primarias, es decir
déficits congénitos que implican un trastorno del sistema inmune. Es un
trastorno autosomico dominante, donde el contenido absoluto de neutroéfilos es
menor a 0.5x10° /L. Se define como crénica cuando en los hemogramas

realizados se observa la disminucién por un minimo de 3 meses, intermitente si
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existen periodos de correccion espontaneos, ciclica si se manifiesta
periodicamente cada tres o cuatro semanas, y central cuando disminuye la
reserva medular de neutréfilos, observandose una reduccion de los estadios
tardios de la maduracion.

La variante ciclica (NC), a pesar de ser una enfermedad poco prevalente es el
sindrome neutropénico mas conocido. Se caracteriza por episodios recurrentes
debidos a la oscilacién en la produccién de neutréfilos a nivel de la médula
0sea, estas oscilaciones se dan aproximadamente cada tres o cuatro semanas,
y los sintomas y signos clinicos duran entre tres y seis dias.

Tanto la NCS como su variante la NC, se deben a mutaciones en el gen ELA2,
gue codifica para la elastasa neutrofilica, una serinproteasa que se encuentra
en los granulos azurdfilos de neutrofilos. EI mecanismo por el cual estas
mutaciones llevan a una disminucion en el numero de neutrofilos aun es
incierto. Una posibilidad es que la deficiencia en esta actividad genere un
ambiente adverso en la médula 6sea que limite la sobrevida o aumente la
apoptosis de los precursores granulociticos, llevando a una severa disminucion
de su produccién y a un deterioro de las caracteristicas proliferativas.

Sin embargo, estudios realizados con ratones modificados genéticamente,
depletados de esta enzima, muestran que estos animales no presentan
neutropenia. La pérdida de neutroéfilos por un incremento en la apoptosis en los
precursores, aparentemente depende de la respuesta a proteinas desplegadas,
proceso que se desencadena cuando hay un gran aumento de proteinas
mutadas y por lo tanto mal plegadas, lo que conduce a un stress en el reticulo
endoplasmico y la apoptosis.

La mutacion de ELA2 da cuenta del 50% de las NCS, el resto se divide en otras
mutaciones, como es el caso de una proteina mitocondrial (HAX1) cuya
alteracion también resulta en la apoptosis de los neutrofilos.
En el caso de las neutropenias congénitas ligadas al X, la proteina afectada es
WAS, vinculada a la polimerizacion de la actina, que lleva a una disminucién de
la proliferacion celular. Desde el punto de vista clinico se caracteriza por la
selectiva disminucién de neutrofilos en sangre periférica, con la consecuente
pérdida de la capacidad fagocitica total y genera infecciones recurrentes, en
particular bacterianas y micéticas.

El tratamiento de la NCS consiste en la administracion del factor estimulador de
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colonia granulocitico (G-CSF - Granulocyte colony-stimulating factor), este
factor promueve la maduracion de las células precursoras de la médula 6sea lo
gue genera en la mayoria de los casos un incremento absoluto de neutrofilos
por encima de 3.70x10%L. El trasplante de progenitores hematopoyéticos es un

tratamiento alternativo con resultados favorables en algunos pacientes (12—15).

Alteracion en la quimiotaxis y opsonizacién: sindrome de
hiperinmunoglobulina E (HIES)

El sindrome de hiper-IgE, también conocido como sindrome de Job, o
sindrome de Buckley, es una inmunodeficiencia primaria sistémica poco
frecuente, cuya incidencia es de 1 en 500.000 nacidos vivos, no existiendo

aparentemente diferencias por sexo 0 grupo étnico.

Existen dos variantes genéticas que provocan este sindrome, una autosémica
recesiva, y otra autosémica dominante con penetrancia variable. La autosémica
recesiva se debe a una mutacion en el gen Tyk2 que codifica para una tirosin
guinasa miembro de las quinasas Janus (JAKs). Estas proteinas se asocian
con el dominio citosdlico de los receptores de citoquinas, participando de las
vias de sefalizacidn desencadenadas en respuesta a estas moléculas. La
deficiencia en Tyk2 tiene efectos en las funciones mediadas por varias
citoquinas (IL-4, 10, 12, 23) e IFN de tipo I, con efectos importantes en la
respuesta inflamatoria. La variante autosémica dominante recientemente se ha
asociado a mutaciones en el gen del factor de transcripcion STAT3. Esta
proteina pertenece al grupo de factores de transcripcion STAT vinculados a la
respuesta a citoquinas. Los factores STAT se encuentran en el citosol, donde
son fosforilados por quinasas, en respuesta a citoquinas se dimerizan y
translocan al nucleo, activando la transcripcion de algunos genes. Los factores
STAT intervienen en la respuesta de los monocitos a la IL-6 y en el desarrollo y
diferenciacion de células By Th17. Se ha propuesto que la mutacion de STAT3
produciria una deficiencia en la produccién de INFy, y dado que este es un
inhibidor de la produccion de IgE, su deficiencia produciria un aumento de la
misma. El INFy ademas cumple un rol relevante como activador de los
neutréfilos y macrofagos, alterando de esta manera su actividad microbicida.
Otros efectos incluyen la disminucion del TGF y una reduccion en la expresion

de L-selectina en la superficie leucocitaria, que como ya ha sido mencionado,

15



es indispensable para la quimiotaxis, activacion y adhesién leucocitaria al
endotelio. Se ha identificado ademas una deficiencia de receptores para C3b
en los neutrdfilos, afectando por lo tanto la quimiotaxis y la opsonizacion. Estas
alteraciones generan una desregulaciéon del sistema inmune, con una

respuesta inflamatoria retardada.

Desde el punto de vista clinico se caracteriza por una triada clasica constituida
por aumento de los niveles séricos de inmunoglobulina E, mayores a 2000
Ul/ml, manifestaciones en piel como dermatitis atopica severa y abscesos frios
de inicio temprano e infecciones del tracto respiratorio inferior, entre las que se
destacan las neumonias recurrentes, que de manera caracteristica se
resuelven con neumatoceles. Los casos de herencia autosomica dominante
presentan alteraciones mausculo-esqueléticas y los de herencia recesiva
alteraciones neuroldgicas.

El estudio de los niveles séricos de inmunoglobulinas, indica niveles elevados
de IgE, generalmente mayores a 2000 Ul/ml, y es frecuente el hallazgo de
eosinofilia periférica. Se recomienda el tratamiento profilactico con penicilinas
resistentes a penicilinasas con cobertura para S.Aureus, para reducir la
incidencia de infecciones. El uso de inmunoglobulinas intravenosa disminuye

los niveles de IgE, la dermatitis y las infecciones pulmonares (16—-21).

Alteracion en la transmigracién, adhesion y endocitosis: déficit de
adhesion leucocitaria (LAD)

El LAD es una patologia poco frecuente, que genera un defecto en la
inmunidad del hospedero con alteraciones en los procesos de motilidad,
adhesion y endocitosis por parte de los leucocitos.

Se trata de una inmunodeficiencia primaria autosdmica recesiva, con distintas
presentaciones tanto desde el punto de vista molecular, genotipos, como
clinicos, fenotipos. EI LAD tipo 1 clasico, el mas frecuente, tiene como base la
expresion cuantitativa o cualitativamente deficiente de CD18 (subunidad B) de
las integrinas B2. Esta deficiencia puede deberse a una mutacion en el gen
que codifica para la cadena 3 de las integrinas B2 en el cromosoma 21, que da
como resultado la disminucion de la transcripcion o una transcripcion aberrante.
Se impide la formacion de las integrinas B2, heterodimeros formados por la
subunidad CD18 y las subunidades a como la CD11a, CD11b o CD11c, y su
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expresion en la superficie celular de leucocitos, de esta forma se hace inviable
la adhesion en el proceso de quimiotaxis y la fagocitosis de particulas
recubiertas por complemento.

Este déficit genera frecuentemente infecciones agudas, recurrentes,
bacterianas y fungicas de piel y mucosas, periodontitis y fistulas perianales e
intestinales. En casos severos se puede observar onfalitis y sepsis.

El LAD 2 tiene como base un defecto en la actividad de la fucosiltransferasa o
en enzimas involucradas en la sintesis de Gdp-fucosa, motivo por el cual no
ocurre fucosilacion. La enfermedad se debe a una ausencia de Sialil 1 Lewis X,
ligando del carbohidrato en los neutrofilos, que se necesita para la union a las
selectinas E y P en el endotelio activado por citoquinas.

Clinicamente estos pacientes presentan retardo mental y detencién del
crecimiento, asi como la presencia del grupo sanguineo Bombay.

En LAD 2 el defecto principal radica en el rodamiento mientras que en LAD-1
existen defectos en la adhesion y transmigracion.

En algunos casos esta patologia provoca la muerte del paciente y el Unico
tratamiento curativo es el trasplante alogénico de médula 6sea (15,22-24).

Déficit en mecanismos efectores intrafagosomales: enfermedad
Granulomatosa Cronica (EGC)

La EGC es una inmunodeficiencia primaria hereditaria, producida por una
alteracion en la actividad de la enzima responsable del estallido respiratorio, la
NADPH oxidasa, y por consiguiente en la produccion de especies reactivas del
oxigeno. Esto conduce a una imposibilidad para matar determinado espectro
de hongos y bacterias, principalmente Staphylococcos y gram negativos,
determinando importante susceptibilidad a infecciones, en un contexto de
hiperinflamacién y formacion de granulomas.

Comprende alteraciones genéticas que comprometen la funcionalidad de
alguna subunidad de la NOX2 fagocitica, ya sea de las subunidades de
membrana gp9lphox y gp22phox, o las proteinas citosdlicas reguladoras

47phox, 67phoxy 40phox.

La incidencia de esta enfermedad es de aproximadamente 1 caso en 200.000

nacidos vivos. Hay dos formas principales de esta enfermedad, de herencia
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recesiva ligada al X, producida por un déficit de la subunidad gp91phox
constituyendo un 60-70% de los casos, y de herencia autosomica recesiva

debida a déficits en gp22phox, gp47phox o gp67phox.

El complejo NADPH oxidasa determina la transferencia de electrones desde el
NADPH hacia el oxigeno, generando anién superéxido, sustrato a su vez de
otras enzimas 0 reacciones responsables de la formacién de especies con
mayor poder oxidante, y por tanto toxicos para los patdgenos internalizados
como H202, HOCI y ONOO-. De esta manera se altera el mecanismo
citotoxico dependiente de oxigeno.

Sin embargo se ha visto que se encuentran también alterados los mecanismos
efectores independientes de oxigeno, debido a que la NOX2, indirectamente
participa en la activacion de proteasas. Recientemente se ha vinculado el
‘clearance” de neutrdfilos activados e infectados, contribuyendo a la
hiperinflamacién y formacion de granulomas.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad pueden aparecer desde la
etapa de lactante hasta la edad adulta, sin embargo, en el 95% de los casos
aparecen antes de los 5 aflos de edad. En los casos con defectos ligados al
cromosoma X, las manifestaciones clinicas suelen ser mas tempranas, en
promedio al afio de vida. La forma autosdmica recesiva es diagnosticada mas
tarde y tienen una esperanza de vida significativamente mayor que la forma
ligada al X. Los pacientes con EGC presentan en su infancia o adolescencia,
historias repetidas de infecciones bacterianas y/o fungicas. La forma ligada al
cromosoma X presenta mas infecciones y mas severas, que la forma
autosémica recesiva, probablemente debido a que la subunidad gp91phox es
donde ocurre la reaccion.

Los hallazgos clinicos mas frecuentes son linfadenopatia marcada,
hepatoesplenomegalia y neumonias. También es frecuente la formacién de
granulomas, otros tipos de infecciones y repercusiéon nutricional.

Los gérmenes que caracterizan a esta enfermedad son pidégenos catalasa
positivos, los mas frecuentes son Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa, Salmonella, Notocordia, Serratia, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, enterobacterias y hongos, los mas
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frecuentes Candida albicans y Aspergillus, siendo el mayor responsable de la

mortalidad de los pacientes con esta enfermedad.

Cabe destacar que las manifestaciones clinicas van a variar en tanto varie el
grado de afectacion del sistema NOX2 y el terreno del paciente. Los pacientes
con una mayor afectacion del citocromo b558 (gp9l1 y p22) son los que
muestran mas complicaciones a edades tempranas y sufren mas cantidad de
infecciones y de mayor severidad. La falla en la produccion de radical
superoéxido, lleva a una pérdida del efecto inmunomodulador y seria la causa

de la exuberante respuesta inflamatoria de los pacientes.

Otro aspecto a destacar es la existencia del fenotipo de Kell, que sucede
cuando hay otro tipo de delecién en el brazo largo de cromosoma X, en él se
asocian 3 enfermedades, EGC ligada al X, distrofia muscular de Duchenne y

retinitis pigmentosa ligada al X.

Clinicamente la EGC se caracteriza por infecciones pulmonares y hepaticas
severas, incluyendo la formacion de abscesos y formacion de lesiones
granulomatosas en el tracto gastrointestinal y genitourinario.

Los hallazgos de laboratorio mas frecuentes son anemia, hiperglobulinemia
policlonal, reactantes de fase aguda elevados tales como el tiempo de
sedimentacion de eritrocitos y la proteina C reactiva y normalidad de los

linfocitos T y B.

Con respecto a los test diagnosticos se cuenta con el uso de sondas como el
nitro blue tetrazolium (NBT), capaz de reducirse por el aniébn superoxido y la
dihidrorodamina (DHR) que fluoresce luego de ser oxidada por las especies
derivadas del superdxido. La reduccion del NBT, consiste en colocar una gota
de sangre periférica en un portaobjetos, luego se agrega un éster de forbol
(PMA) que activa la fosforilacion de las subunidades citosélicas conduciendo al
ensamblaje y activacion de la enzima. La reduccion de la sal soluble de color
amarillo palido genera que se forme rapidamente un producto insoluble de color
azul, el formazan, lo que puede evidenciarse en el microscopio. Los fagocitos
de un paciente con EGC no presentan la capacidad de reducir el NBT,
evidenciandose en la ausencia del cambio de color. Hay que mencionar que
pueden existir falsos negativos, ya que los casos en donde se afectan p22, p47
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y p67 (subunidades citosdlicas del sistema NADPH oxidasa) hay una
produccion basal de superoxido. La oxidacion de DHR, es la técnica mas
utiizada en la actualidad, analizandose mediante citometria de flujo. Al
activarse los fagocitos, oxidan la DHR a rodamina, un compuesto altamente
fluorescente, permitiendo esto el conteo de células funcionales. Hay que tener
en cuenta que los defectos en gp91 no poseen reducciéon de DHR, mientras
gue los defectos en p41 poseen escasa reduccion. Una ventaja importante de
esta técnica es que permite identificar a las portadoras de la enfermedad, ya
gue exhiben dos poblaciones de neutrdfilos, unos que oxidan y otros que no
oxidan la DHR. También se puede realizar inmunocitoquimica o citometria de
flujo con anticuerpos, que permite detectar los niveles de expresion de las
subunidades, vy técnicas de biologia molecular que incluyen la secuenciacion

de genes y andlisis mutacional de subtipos.

El tratamiento consta de tres partes, la profilaxis de la infeccion, el manejo de la
misma y el tratamiento definitivo, transplante de Stem Cells y terapia génica
(25-32).

Fallas extrinsecas: estrategias de evasion de microorganismos patdogenos
La existencia de infecciones implica que hay una falla en alguno de los
componentes del sistema encargado de evitarlas. Este sistema evita que la
mayor parte de los microorganismos generen una infecciébn usando, entre
otras, la fagocitosis como parte de los mecanismos efectores. Sin embargo,
existen algunos microorganismos que han logrado derribar esas barreras, y en
esta revisibn comentaremos los casos de los patdgenos que evitan o alteran el
proceso de la fagocitosis como forma de evadir al sistema inmune.
Por ejemplo, en la etapa de reconocimiento del patégeno, podemos identificar
dos tipos de estrategias. Una consiste directamente en entrar a la célula por un
mecanismo diferente del fagosoma y otra en evadir el reconocimiento por parte
de la misma.

Un ejemplo de la primera es Listeria monocytogenes, esta bacteria utiliza para
ingresar E-caderina y el receptor del factor de crecimiento hepatocitico (Met).
Otras como Yersinia, Shigella flexneri y Helicobacter pylori, utilizan las
integrinas B1. Estos receptores median la endocitosis de estos patégenos, sin

desencadenar los mecanismos efectores dentro de esa vesicula ni activar las
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vias de sefializacibn que conducen a una respuesta celular completa.
Chlamydia trachomatis, promueve la entrada a la célula huésped, modificando
la reorganizacion del citoesqueleto, en este caso induciendo la polimerizacion
de actina.

La segunda estrategia estd representada por ejemplo por Neisseria
meningitidis, Haemophilus  influenzae, Pseudomonas  aeuruginosa,
Streptococcus spp, Helicobacter pylori, Salmonella typhimurium, Yersinia y
Criptococcus neoformans, que evaden el reconocimiento por los receptores
especializados TLR a través de la modificacion de los patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPS).

Para evitar la opsonizacion, Streptococcus pneumoniae Yy Staphylococcus
aureus secretan proteasas de inmunoglobulinas, clivdndolas en la regién
bisagra e impidiendo de esta manera la opsonizacion del patégeno.
Una vez internalizadas se han detectado una serie de efectos de los patdégenos
sobre la activacién del fagocito, por ejemplo, Yersinia, Salmonella y Neisseria
gonorrhoeae inhiben la fosforilacion de tirosinas por las quinasas de las vias de
sefializacion, que se disparan cuando se establece contacto con estas células.
Es frecuente que un patdgeno utilice mas de un mecanismo para superar el
sistema fagocitico.

La estrategia mas interesante es la desarrollada por Mycobacterium
tuberculosis (MTb). Esta bacteria es fagocitada por los mecanismos
convencionales, sin embargo es conocida por sobrevivir dentro del
compartimento, evitando la maduracibn de la vacuola y por tanto su
acidificacion Desarrollaremos en profundidad este ejemplo ya que el
mecanismo exacto por el cual MTb logra detener el proceso no esta del todo
dilucidado y es un punto de controversia actual para la comunidad cientifica.
Entender las bases moleculares del proceso permite disefiar una estrategia de
tratamiento mas efectiva que la actual, sobre todo teniendo en cuenta que el
aumento de la prevalencia e incidencia de tuberculosis en el mundo pone la

mirada en este patégeno (10,33-38).

Tuberculosis
La tuberculosis humana es una amenaza para la salud publica mundial ya que

infecta a un tercio de la poblacion y es responsable de aproximadamente dos
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millones de muertes anuales.

Es producida fundamentalmente por M.tuberculosis que logra sobrevivir al
ambiente hostil del fagosoma, quedando en el interior de la célula por un
tiempo prolongado. Si bien existen tratamientos para esta enfermedad, las

drogas actualmente disponibles son solo parcialmente efectivas.

Varios ensayos han intentado dilucidar el mecanismo por el cual lo logra. En
términos generales se conoce que M.tuberculosis ingresa al macrofago por el
proceso normal de fagocitosis pero una vez dentro de él logra detener el
proceso de maduracion del fagosoma, conservando las caracteristicas de un
endosoma temprano. La detencion del proceso de maduracion permite que el
pH de la vacuola se mantenga cercano a 7 y se considera que esta es la

principal causa de la evasion de la toxicidad, ver figura 5.
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Figura 5: Detencién del proceso de maduracion del fagosoma por Mtb. Extraido de (40).

Células mutantes de M.tuberculosis incapaces de lograr la detencion completa
del proceso de maduracion del fagosoma, se internalizan en compartimentos

con pH mas acido y hacen imposible su replicacion.
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Las diferentes estrategias propuestas, responsables de inhibir la maduracion
del fagosoma, incluyen tanto moléculas del hospedero como del patégeno.
Entre estas Ultimas se encuentran tanto lipidos de la pared celular como
proteinas del bacilo. En particular, en los udltimos afios ha cobrado gran
relevancia el estudio de una quinasa de M. tuberculosis denominada PknG,
como una de las moléculas centrales en la inhibicion de la maduracion del
fagosoma. Si bien no se sabe aun cual es el blanco de su accién que provoque
el efecto, se ha detectado que PknG es secretada al interior del fagosoma.
Estudios con Micobacterias deficientes en esta quinasa (KO) muestran un
fenotipo de virulencia atenuado y son rapidamente degradadas en fagosomas
maduros. Ademas los ensayos de sobreexpresion de una mutante de PknG
Inactiva muestran que es incapaz de ejercer estos efectos por lo que se asume
gue la actividad quinasa de esta proteina es esencial para inhibir la fusién
fagolisosomal. Como muchos de los factores involucrados en la regulacién del
trafico intracelular estan controlados por reacciones de fosforilacion/
desfosforilacién, es posible que el mecanismo de accion de PknG sea a través
de la fosforilacion de un blanco en el macréfago vinculado a la maduracion.
Alun son desconocidos los mecanismos involucrados en coOmo esta quinasa

interfiere con la fusion del fagosoma con el lisosoma (39-42).
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