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Introduccion

1. INTRODUCCION

Inflamacion es una palabra utilizada para describir un conjunto de sintomas y signos (dolor,
rubor, calor y edema) provocados por la respuesta vascular (vasodilatacién, aumento de la
permeabilidad capilar y diapédesis) alrededor de una lesion tisular que puede estar causada
por diferentes factores (fisicos, quimicos y bioldgicos) asi como por el reconocimiento de
un antigeno extrafio dentro del cuerpo. La inflamacion se encuentra modulada por una
serie de sustancias, llamadas citocinas, que son secretadas por las células que se salen de
los vasos capilares alrededor de la lesion. Para cada citocina existen receptores especificos
localizados en la superficie de la membrana de diversas células, particularmente de las
células del sistema inmune y las del endotelio de los vasos sanguineos. Las principales
células productoras de citocinas son los macrofagos, los linfocitos y las células dendriticas
y sus actividades seran revisadas con mas detalle mas adelante. Las citocinas son
moduladoras de la inflamacién porque pueden inducirla, facilitarla o inhibirla, razén por la
cual se las clasifica como pro y anti-inflamatorias. Las reacciones inflamatorias son muy
comunes. Tienen una gran importancia los receptores que expresan los macrofagos para
unirse a diversos productos bacterianos, ya que a través de ellos se activan sefiales que
estimular la sintesis de las citocinas pro-inflamatorias. En esas vias de sefializacion
participa la proteina MyD88 que se encuentra acoplada a varios receptores de membrana y
al factor nuclear kappa B que es un factor de transcripcion. Las reacciones inflamatorias
que inician los macréfagos forman parte de los mecanismos defensivos innatos y por lo
tanto aparecen inespecificamente y contribuyen a eliminar los antigenos extrafios y a
mantener la salud. Pero las mismas reacciones inflamatorias también pueden ser parte de
algunos mecanismos especificos de lesion (reacciones de hipersensibilidad) y, cuando se
prolongan, pueden provocar la aparicion de enfermedades degenerativas. Por eso en los
ultimos afios ha aumentado el interés por controlar o modular a través de productos
farmacéuticos que tengan un efecto anti-inflamatorio y que permitan controlar la
produccion de las citocinas pro-inflamatorias y de las prostaglandinas. También se ha

intentado manipular las vias de sefializacion que se activan después de la union de las
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citocinas con su receptor o bloguear los receptores de membrana que son estimulados por
sus inductores. EIl estudio de las citocinas pro-inflamatorias y de todos los factores que
influyen en su liberacidén, como la proteina acopladora MyD88, es una gran ayuda para

buscar sustancias naturales o farmacos que, por tener un efecto anti-inflamatorio, mejoren
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2. EL SISTEMA INMUNE

El sistema inmune estd formado por un conjunto heterogéneo de células que pueden estar
libres en la circulacion o fijas en los tejidos y que pueden tener distintas funciones. Algunas
de ellas estan involucradas en la presentacion y/o el reconocimiento de los antigenos, asi
como en la respuesta contra los mismos. Otras células estimulan o suprimen la actividad de
las primeras e interactiian unas con otras en la relacién simbi6tica’. La respuesta de todas
esas celulas proporciona la inmunidad, la cual se puede dividir en innata y adaptativa. La
inmunidad innata algunas veces llamada inmunidad no especifica o natural, incluye
barreras fisicas, quimicas y otros mecanismos que sirven como primera linea de defensa
contra microorganismos y otros invasores. La inmunidad especifica depende del sistema
inmune, llamado adaptativo o adquirido, el cual tiene la capacidad de producir una
respuesta defensiva contra los agentes infecciosos, ademas de que es capaz de recordar las
caracteristicas de sus antigenos y, en algunos casos, evita que en el futuro se repitan las

mismas infecciones (ver tablal). [1, 8]

TABLA 1 Diferencias entre inmunidad innata y adaptativa [9]

Inmunidad Innata Inmunidad Adaptativa
Tipo de respuesta Antigeno Independiente Antigeno Dependiente
Tiempo de respuesta | Respuesta maxima Largo tiempo entre exposicion
inmediata y respuesta maxima

Respuesta especifica | Antigeno No especificos Antigenos Especificos

Post-exposicion No memoria inmunolégica | Memoria Inmunoldgica

El trabajo del sistema inmune es reconocer y eliminar todas aquellas sustancias extrafas,
conocidas como antigenos, que penetran al cuerpo. Existen dos clases principales de

respuestas inmunitarias contra los antigenos extrafios, una mediada por moléculas solubles

! simbiética: Asociacion intima entre dos organismos de especies diferentes, de la cual ambos obtienen a largo
plazo una ventaja selectiva.™*
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conocidas como anticuerpos y otra mediada por células citotoxicas. Los anticuerpos son
producidos por linfocitos B que se han transformado en células plasmaticas. Los
anticuerpos tienen una gran cantidad de actividades bioldgicas, tales como neutralizar
toxinas, bloquear la invasividad de virus, eliminar tejido dafiado, activar el sistema
complemento, facilitar la fagocitosis, etc. Las células citotoxicas son linfocitos T que
tienen la propiedad de matar células blanco, lo cual generalmente lo hacen mediante la
produccion y liberacion de perforinas y granzimas, que permiten la estimulacion de las

enzimas (caspasas) que activan los mecanismos de muerte celular programada. [9]

Los antigenos se llaman inmundgenos cuando encuentran las condiciones necesarias para
estimular al sistema inmune. La mayoria de los inmundgenos son proteinas que forman
macromoléculas complejas. Solo pequefias partes del antigeno, llamadas determinantes
antigénicos o epitopes® son reconocidos por los receptores de los linfocitos Ty B. La
valencia del antigeno y su inmunogenicidad dependen de su numero de epitopes, el cual

aumenta proporcionalmente a su peso molecular. [9]

Cualquier antigeno extrafio que se introduce al cuerpo es rastreado por el sistema inmune.
En algunos casos este proceso implica inicialmente la captura y la digestion enzimatica de
la molécula extrafia, después la presentacion de sus epitopes, en seguida el reconocimiento
de los mismos por los linfocitos T o B y, finalmente, la respuesta celular o humoral de estas
células. En la respuesta del sistema inmune siempre esta asociada una reaccion
inflamatoria que facilita la captura de la molécula extrafia y su ulterior eliminacion. Las
reacciones inflamatorias provocadas por las respuestas del sistema inmune son inducidas y

moduladas por citocinas. [1]

2 epitopes: También llamado grupo determinante. Cada uno de los grupos quimicos reconocidos como
extrafios por el organismo y que va a determinar la formacion de un Ac especifico.™®
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TABLA 2 Principales Células y Mediadores quimicos de la inmunidad [9]

Células y Mediadores Funcion

Células que Fagocitan y | Los fagocitos matan y eliminan patdgenos, secretan
presentan antigenos quimiocinas y citocinas. Su funcion es especializada,
presentan antigenos a células linfoides. Las principales son

los macréfagos y las células dendriticas.

Células Asesinas Las células NK son citotoxicas y acttan en células infectadas
Naturales (NK) por virus. También reconocen MHC en células del cancer,

infectadas por virus o que estan activadas por IL-2 e INF-y.

Ceélulas que reconocen | Los linfocitos pueden ser B (productores de anticuerpos) o T
los antigenos (citotoxicos). También existen los linfocitos T reguladores

(CD25) que tienen una actividad supresora.

Quimiocinas La IL-8 y algunos subcomponentes del sistema complemento
son los principales quimioatractores y pro-inflamatorios
porque ayudan al ataque por leucocitos en el sitio de

infeccion.

Opsoninas Las 1gG, algunos subcomponentes del sistema complemento
y varias colectinas son las mas importantes. Promueven la
fagocitosis, preparan los patdgenos para la fagocitosis por

unirse a los receptores de fagocitos.

Citocinas Pueden ser interleucinas, factores necrosantes de tumores,
interferones, etc.

La IL-1 estimula las células del sistema inmune.

La IL-6 promueve la liberacion de proteinas de fase aguda

El TNFa puede inducir la apoptosis.

Los interferones o y B neutralizan la actividad viral en
células del hospedero.

La IL-12 promueve la proliferacion de células T.
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Todas las células del sistema inmune proceden del tejido hematopoyético, donde se
encuentran las células madre pluripotenciales®, de las que se derivan dos estirpes; una de
ellas da lugar a las células linfoides y la otra a las mieloides. La célula progenitora linfoide
comun tiene capacidad para diferenciarse en células T o B, segun el microentorno en que se
desarrolle. [42]

2.1 Los linfocitos

Los linfocitos son las células responsables de las respuestas especificas del sistema inmune
en contra de los antigenos que han penetrado al cuerpo. Se originan en el tejido
hematopoyético que se encuentra en la médula de los huesos largos. Se encuentran en
grandes cantidades en la sangre, en la linfa* y en los 6rganos linfoides especializados como
el timo, los ganglios linfaticos, el bazo y el apéndice. En el cuerpo humano existen 2 x 10*2
y una parte de ellos se encuentra fuera de los vasos (sanguineos y linfaticos) y del tejido
linfoide. (ver fotografia 1) [1, 8]

#

P Fotografia 1 Tincion de Giemsa
1) Los linfocitos pequefios

: -~ o carecen de granulos y presentan

e : & 15 un nucleo redondo. 2) Los
&, - = linfocitos  granulosos  grandes

' presentan un nicleo dentado vy

granulos  azurofilos en el
= citoplasma [9]

Los dos tipos principales de respuestas inmunitarias estdn mediadas por esas dos clases
diferentes de linfocitos: las células T que han madurado en el timo y son responsables de la
inmunidad mediado por células, y las células B, que no maduran en el timo sino que pasan
directamente de la médula de los huesos hasta los ganglios y los otros érganos linfoides

secundarios. [9]

% pluripotenciales: tienen la habilidad de diferenciarse a tejidos procedentes de cualquiera de las tres capas
embrionarias.™’
* linfa: liquido incoloro de los vasos linfaticos que conectan los nédulos linfaticos del cuerpo.*®
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La médula ésea y el timo (de color amarillo en la figura 1), se denominan 6rganos linfoides
primarios porque su falta compromete gravemente el desarrollo y las funciones del sistema
inmune. Los érganos linfoides secundarios como el bazo, las amigdalas, las placas de Peyer
y los ganglios (en la figura 1 de color azul) no son esenciales, pero si son una parte
importante del sistema y alli permanecen los linfocitos para completar su maduracion y

para reconocer antigenos e iniciar la formacién de clonas de células linfoides reactivas. [9]

adenoide
amigdalas

——vasns linféticos
i

—— nigdubos lmfaticos

placas de Payer \1\ bazn
dal Intastino
dalgado
apandice — \\
meduls —t.-l:-“h
GBaa roja !
iy ﬂ'-'

Figura 1. Los 6rganos linfoides humanos [137]

2.2.1 Los linfocitos pueden ser T o B.
Las dos clases principales de linfocitos son las células T y las B. Existe una tercera
poblacion de células mononucleares que no expresan receptores para reconocer antigenos, y
que se denominan células asesinas naturales (NK). Las células NK proceden de precursores
linfoides de la médula dsea, y se pueden distinguir funcionalmente de las células By T

porque no tienen los marcadores de membrana de los linfocitos y porque tienen la
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capacidad para lisar ciertas lineas celulares cultivadas de células tumorales, in vitro y sin

sensibilizacion previa. [42]

El timo y los tejidos hematopoyéticos se conocen como érganos linfoides primarios. Los
linfocitos que maduran en ellos se desplazan por los vasos sanguineos y linfaticos hacia los
ganglios, particularmente hacia aquellos que reciben la linfa que proviene del tracto
gastrointestinal, del arbol respiratorio y de la piel, porque es a través de sus epitelios por

donde penetran al cuerpo la mayoria de los antigenos (ver figura 2). [9]

tojidn
hamatopoyético tirma arganos linfoides
<_\ secundarias
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PIRTLIN I TR R
Ilnh:-tula £ LILAE
finfocitade la del timo mmﬂm
célulag madre /| —, | médula Gane {rmamiferos) | — I"\. RESH
hematopoyéticas LB ﬂ' F
®.
; . B _
(/I Peﬂ T S ;
K | [ | — L
ry 4 ]
. — \.“\
bnilma de
Fabricio

janicamenie aves)

Figura 2 El desarrollo de las células T y B, a partir de las células hematopoyéticas de la
médula 6sea. [137]

2.2 Células que presentan los antigenos

2.2.1 EIl Sistema Mononuclear Fagocitico
Las células del sistema fagocitico mononuclear se encuentran presentes en todo el cuerpo y
proveen un numero de funciones que son de importancia central para el mecanismo de
defensa del hospedero. Los fagocitos mononucleares circulan en la sangre como monocitos
que pueden salir de los vasos sanguineos cuando éstos aumentan su permeabilidad a causa

de las reacciones inflamatorias. Otras células fagociticas que circulan en la sangre son las
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células de Langerhans que migran desde la epidermis hasta los ganglios utilizando los
vasos linfaticos y sanguineos. Una vez afuera de los vasos sanguineos, los monocitos se
transforman en macréfagos que migran hacia diversos tejidos. [7] Una vez que se han
localizado en los ganglios, las células de Langerhans se transforman en células dendriticas
presentadoras de antigenos. Ademas de fagocitar y de presentar antigenos, los macréfagos
y las células dendriticas son células fagociticas mononucleares que se caracterizan porque

producen grandes cantidades de citocinas, tanto pro como anti-inflamatorias. [1, 9]

2.2.2 Lafagocitosis
La fagocitosis consiste en introducir en el citoplasma de una célula una sustancia
particulada que se encuentra fuera de ella. A través de la fagocitosis se destruyen
microorganismos patdgenos o particulas que la célula fagocitica atrapa y digiere. Las
células fagociticas son la primera linea de defensa y su respuesta es inespecifica. Por esa

razon forman parte de la inmunidad innata. [8]

La fagocitosis es una forma especial de endocitosis en la que se ingieren grandes particulas,
via grandes vesiculas de endocitosis Ilamadas fagosomas. En los mamiferos existen dos
tipos de células que actGian como fagocitos. Los primeros son las células mononucleares®,
como los macrofagos y las celulas dendriticas. Los segundos son las ceélulas
polimorfonucleares como los neutrofilos. Estos dos tipos de células proceden de un
precursor comudn, y nos defienden contra las infecciones mediante la ingestion de
microorganismos invasores. Los macréfagos también desempefian un importante papel en
la eliminacion tanto de células viejas y lesionadas como de restos de células que han
muerto a través de mecanismos citotdéxicos o por apoptosis. En términos cuantitativos, la
funcién de eliminar células dafiadas o envejecidas es la mas importante que tienen los
fagocitos. En cada persona adulta, los macréfagos fagocitan mas de 10* eritrocitos viejos
cada dia. [1, 9]

% mononucleares: con un ntcleo. *¥7
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Para que una particula sea fagocitada, primero ha de unirse a la superficie de la membrana
del fagocito. No obstante, no se ingieren todas las particulas que pueden unirse. Los
fagocitos tienen toda una gama de receptores de superficie especializados que se encuentran

unidos funcionalmente a la maquinaria fagocitica de la célula. [9]

La fagocitosis es un proceso regulado, en el que los receptores activados transmiten la sefial
al interior de la célula, inicidndose la respuesta. Los inductores o facilitadores de este
proceso (llamados opsoninas) que han sido mejor caracterizados son los anticuerpos, que

nos protegen contra los microorganismos infecciosos (ver figura 3). [9]

bacteria recubisrta de regidn Fo da un
anticuenpos gcs antcuarpo Igh
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Figura 3 Fagocitosis facilitada por un anticuerpo [137]

Los anticuerpos se unen a los antigenos en la superficie de los microorganismos formando
una cubierta en la que la porcion amino terminal de las cadenas pesadas de estas moléculas
(llamadas regiones Fc) quedan libres y expuestas al exterior. Esta cubierta de anticuerpos es
reconocida entonces por los receptores para Fc (FCR) que se encuentran en la superficie de
los macrofagos y de las demas células fagociticas (ver Figura 3). La union de las particulas

cubiertas por anticuerpos a estos receptores induce a la célula fagocitica a extender
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pseudopodos que engullen a la particula, formando un fagosoma. [9] EI proceso de
facilitacion de la fagocitosis a través de los anticuerpos se conoce como opsonizacion®.

Se han caracterizado algunas otras clases de receptores que facilitan la fagocitosis, como
por ejemplo los que reconocen fragmentos de algunos componentes del sistema
complemento’, y también los que reconocen directamente oligosacéridos de la superficie
de ciertos microorganismos. No se sabe qué receptores de los macrofagos reconocen las
células viejas o dafiadas, aunque se sospecha que en algunos casos estan implicadas las

proteinas de adhesion celular de la familia de las integrinas. [8, 9]

2.2.3 Macrofagos

Los macrdfagos tienen un didmetro de 10 a 40 ym y varian en
cuanto a morfologia dependiendo de su actividad y su estado.
El citoplasma contiene vacuolas, es levemente basofilico y

contiene un ndcleo de 6 a 12 um de didmetro. [1]

Los macrdfagos tienen siete caracteristicas principales: 1) son

> células mononucleares, 2) contienen una gran cantidad de
Figura 4 Macréfago [138] enzimas hidrolasas con las que digieren el material
fagocitado, 3) pueden presentar los epitopes de los antigenos fagocitados, 4) tienen recep-
tores de membrana especificos para el fragmento Fc de los anticuerpos y varios fragmentos
de subcomponentes del sistema complemento, los cuales actian como opsoninas, 5) tienen
la capacidad de fagocitar, 6) se pueden activar cuando son estimulados por endotoxinas y 7)
poseen una habilidad secretora variada y liberan al exterior tanto las proteinas que

contienen en sus vacuolas como los lipidos que sintetizan en sus membranas. [2]

® opsonizacion: Accién facilitadora de la fagocitosis por la que macréfagos y neutréfilos polimorfonucleares
presentan en su membrana receptores (CR1, CR3 y probablemente CR4) capaces de unir la molécula C3b y
sus derivados de manera que si el C3b esta fijado sobre la superficie de un germen, los fagocitos pueden
conectar con éste mediante sus receptores para C3b facilitandose la fagocitosis.**

” complemento: Grupo de proteinas séricas que intervienen en los procesos inflamatorios, en la activacion de
los fagocitos y en los ataques liticos a las membranas celulares. Este sistema puede ser activado por interac-
ciones con el sistema inmunitario (via cléasica).*®
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Debido a que los macréfagos se adhieren al cristal o al plastico, esa propiedad se puede
utilizar para separarlos, como células adherentes, de las otras células que no son adherentes.
Ademas de las caracteristicas mencionadas, los macréfagos desempefian otras actividades
en los ciclos metabolicos de las grasas y son importantes como células accesorias,

secretoras, efectoras y reguladoras. [1]

Como células Accesorias, los macréfagos tienen receptores para unirse a los antigenos
opsonizados y los fagocitan para posteriormente degradarlos enziméaticamente por medio de

una protedlisis® lisosomal. [2]

Como células Secretoras, los productos que derivan de macrofagos incluyen enzimas
proteoliticas, componentes de complemento, especies de oxigeno reactivo, oxido nitrico,
nucleodsidos y lipidos bioactivos.  Los macrdéfagos regulan positiva o negativamente la

respuesta inflamatoria y las redes inmunoldgicas mediadas por citocinas. [2]

Como células Efectoras, en contacto con los agentes que estimulan la trascripcion de sus
genes, los macrofagos se vuelven grandes, se rizan y aumentan la expresion de varios
productos que permite que realicen funciones efectoras que pueden llegar hasta la citolisis

de otras células. A este estado se le conoce como activacion de macrofagos. [2]

Como celulas Reguladoras, los macrofagos ayudan al control de la respuesta inmune,
regulan la proliferacion de células T, producen moléculas que suprimen la proliferacion de
linfocitos incluyendo prostaglandinas y liberan intermediarios toxicos del oxigeno como el

oxido nitrico. [1]

Los macrdéfagos expresan constitutivamente receptores para diversos lipopolisacaridos

(LPS) de distintas bacterias, lo cual facilita la fagocitosis de éstas. Al ser activados por los

8 proteolisis: Degradacion de una proteina, habitualmente por hidrélisis en uno o més de sus enlaces
peptidicos.™*
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LPS y otros productos de los microorganimos y durante la fagocitosis, los macréfagos
secretan moléculas de gran alcance Ilamadas citocinas pro-inflamatorias: como la
Interleunica-1, la Interleucina-6 y el factor de necrosis tumoral-a. que pueden pasar a la

circulacién y llegar hasta tejidos distantes. [1]

Los macrdfagos también producen y liberan al exterior muchas enzimas proteoliticas que
tienen gran importancia en una variedad de enfermedades. La colagenasa y el elastano son
dos proteasas secretadas por la activacion de macrofagos. Estas enzimas son importantes en
la degradacion de algunos tejidos y ayudan a concentrar o focalizar el sitio de una
inflamacion dentro del cuerpo. Sin embargo en ciertas enfermedades autoinmunes como
artritis reumatoide, la activacion de estas enzimas puede provocar la destruccién de tejidos.
Los productos del colageno son quimiotacticos para el macréfago, asi que en el sitio donde
se degrada el colageno se presenta una acumulacion de macrofagos causando una

inflamacion potencial. [2]

En la figura 5 se presenta un panorama general de las mdaltiples actividades pro-
inflamatorias que pueden desarrollar los macrofagos. Pero es conveniente sefialar que al
mismo tiempo, los macréfagos expresan sobre su membrana numerosos receptores para
neurotransmisores inhibitorios que, al ser liberados en las terminaciones de los nervios,
pueden reducir las principales actividades pro-inflamatorias de los macréfagos estimulados
y/o activados. De este modo, el sistema nervioso modula las principales actividades de los

macrofagos. [42]
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Figura 5 Papel central de los macréfagos en la inflamacién [139]

2.3 Activaciéon de Macrofagos
Los macrofagos pueden activarse después de estar sometidos a dos tipos de estimulos.
Generalmente el primer estimulo son citocinas que proceden de tejidos dafiados o
infectados. En los estudios in vitro, el INF-y se puede utilizar para simular el primer
estimulo. En los animales vivos, existen agentes que estimulan la produccion del interferon
como los productos de virus o micobacterias. Una vez activados, los macréfagos expresan
moléculas MHC de clase 1l y presentan antigenos para células T CDA4. El segundo estimulo
usualmente se debe a diversos productos bacterianos, particularmente a los LPS conocidos
como endotoxinas. El macréfago activado es una célula asesina ya que puede lisar otras

células principalmente tumorales. [42]

Los niveles de activacion estan sujetos a cambios bioquimicos y morfoldgicos del
macrofago incluyendo cambios en la fagocitosis y produccién de especies reactivas

derivadas del oxigeno. La activacion de los macrdéfagos es altamente citotoxica para una
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gran variedad de células tumorales. Pero los macréfagos también pueden eliminar parasitos
y hongos. En respuesta a la activacion, los macro6fagos producen potentes citocinas pro-
inflamatorias y factores de necrosis tumoral como el TNF-a. [7]

2.3.1 Los lipopolisacéridos (LPS)

Los LPS denominados también endotoxinas, son moléculas anfifilicas® presentes en las
bacterias Gram-negativas. Estas bacterias se caracterizan porque en la pared celular el
peptidoglicano estd rodeado de una membrana externa y a nivel de esta membrana se
encuentra el LPS; esta molécula participa en la fisiologia de las membranas y es esencial en
el crecimiento y supervivencia bacteriana. EI LPS es el blanco principal de los antibidticos
y también de los componentes del sistema inmune. Cuando son liberados por los
microorganismos, los LPS juegan un papel muy importante en la patogénesis y la
manifestacion de enfermedades causadas por infecciones de bacterias Gram-negativas y en

particular en el choque séptico.'® [5]

2.3.2 Acido Lipoteicoico (ALT)

El ALT es un componente de la pared celular de las bacterias Gram positivas, bacterias que
se caracterizan porque, rodeando a la membrana citoplasmatica, se encuentra la pared
celular de peptidoglicanos que es mas gruesa que la pared celular de las bacterias
Gramnegativas. Aunqgue al LPS se le ha considerado como el principal factor de virulencia
bacteriano, en fechas recientes se ha demostrado que el ALT comparte muchas propiedades
patofisiologicas con el LPS ya que actia como un potente agonista de los receptores
(receptores parecidos a Toll) que tienen los macréfagos para los productos bacterianos. Los
ALT tienen propiedades antiinflamatorias y juegan un papel clave en la patofisiologia del
choque séptico. [5, 8]

% anfifilicas: sustancias que poseen una parte soluble en agua que por lo general es una parte polar y otra parte
que es insoluble es apolar.**

10 choque séptico: desencadenado por una serie de eventos complejos a nivel de la cascada inflamatoria, que
tienen como resultado una insuficiencia vascular periférica y depresién miocardica.™*
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2.4 Las Citocinas

Las citocinas son proteinas solubles que transmiten sefiales de una célula a otra. Tienen un
efecto mayoritariamente local a excepcion de la IL-1, IL-6 y el TNF-o. Provienen
principalmente de los macrofagos y de las células dendriticas, pero también son producidas
por la mayor parte de las células de la sangre periférica incluyendo al tejido linfoide, los
fibroblastos, las células epitetiales, los queratinocitos y las células endoteliales. La
secrecion de las citocinas es la respuesta a diferentes estimulos que pueden ser antigenos,
agentes infecciosos, células tumorales, complejos antigeno-anticuerpo, cambios en la
concentracion de algunas hormonas y dafio tisular entre otras, hasta factores fisicos como
cambios excesivos en la temperatura. La produccion y liberacion de las citocinas son parte
de la respuesta inmune inflamatoria y actian en concentracién picomolar y nanomolar (ver
tabla 3). [8]

TABLA 3. Clasificacion de las principales citocinas [8]

Nombre Funcién
Interleucinas (IL) Comunican a los leucocitos
Interferones (IFN) Estimulan fagocitos y células citotoxicas

Factores estimulantes de | Estimulan la multiplicacién y diferenciacion de las

colonias (GSF) células pluripotentes de la medula 6sea

Factores necrosantes de Inducen muerte por apoptosis de otras células
tumores (TNF)

Factores que transforman | Suprimen la respuesta e inhiben el crecimiento de
el crecimiento (TGF) varias células

Quimiocinas Estimulan desplazamiento de fagocitos
Neurotropinas Crecimiento y diferenciacion de neuronas

Para que las citocinas sean liberadas, primeramente la célula debe recibir un estimulo
especifico. Cuando las citocinas se liberan, deben encontrar a sus receptores especificos

sobre la membrana de otras células y a través de ellos las estimulan o inhiben sus
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funciones. Las principales funciones de las citocinas se relacionan con el crecimiento y la
diferenciacion celular, las reacciones inflamatorias y la modulacion de la respuesta del
sistema inmunitario. Otra de sus caracteristicas es que son pleiotropicas Para los
propdsitos de esta revision, las citocinas mas importantes son las que estan relacionadas con
el inicio y la evolucion de las reacciones inflamatorias. Estas citocinas suelen clasificarse
en dos grandes grupos, las pro-inflamatorias que facilitan el desarrollo de procesos
inflamatorios y las anti-inflamatorias que atenGian esos mismos procesos. Las citocinas son

moduladoras de las reacciones inflamatorias. [1, 3, 9]

2.4.1 Interleucinas
Son proteinas solubles, clasificadas como citocinas, que actian como mensajeros porque
permiten la comunicacién entre poblaciones diferentes de leucocitos. Forman el grupo mas
amplio y diverso de citocinas. Tienen bajo peso molecular y estimulan la multiplicacion, la
diferenciacion y la respuesta de los linfocitos T y B, asi como de otras células que
participan en la respuesta inmune. Se producen en forma transitoria durante la presentacion

y el reconocimiento de los antigenos, asi como en el curso de las infecciones. [8, 9]

2.4.2 Interferones
Pueden ser de tipo | y Il. Los interferones tipo | pueden a su vez ser oy B los cuales estan
formados por una sola cadena peptidica, actian como antivirales y participan en la
conservacion de la inmunidad innata. Los interferones tipo Il son mas pesados que los | y

acttan como moduladores de la inmunidad. Se producen por estimulacion de la IL-12. [1]

El IFN-y es producido por linfocitos T colaboradores Th1l y por células NK, los Th2 no lo
producen. Este interferon actla sobre monocitos y macrofagos activandolos, aumentando
mecanismo de lisis intracelular de los microorganismos fagocitados y su actividad

tumoricida. Inhibe la proliferacion de los linfocitos B y la sintesis de anticuerpos. [42]

1 pleiotrépica: resistencia a los agentes citotoxicos.**®
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Estas citocinas son especialmente importantes para evitar la diseminacion de ciertas
infecciones viricas. Algunos interferones (IFNa e IFNB) son producidos por la propia
célula infectada; mientras otros, como el IFNy, son producidos por determinadas células T
activadas. Se producen en las fases iniciales de la infeccion y constituyen la primera linea
de defensa frente a muchos virus. EI IFNy es el inductor mas potente de la activacion de los
macrofagos y de la expresion de moléculas de clase Il en las células tisulares. Tanto en
estas como en otras funciones actta de forma sinérgica con el TNFa y el TNFp (ver figura
6). [42]

T
UMK
- 1 de mol ;. Cl
1 BSIE IF'H-- i §

- ; _"

Figura 6 Acciones del IFNy [139]

2.4.3 Citocinas en la inflamacion
Las citocinas también son importantes en la transmision de sefiales entre las células en el
curso de las respuestas inflamatorias. En las fases iniciales, las células tisulares en las que
se esta produciendo la reaccion inflamatoria pueden liberar citocinas como IL-1, IL-6. Una
vez que los linfocitos y las células mononucleares acuden a la region inflamada, pueden ser
activados por los antigenos y liberar citocinas (IL-1 TNF, IL-4, IFNy), que estimula aun

mas la migracion celular mediante sus efectos sobre el endotelio local .Otras citocinas,
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como IL-8, son quimiotacticas o estimulantes de la migracion de las células que acuden a la

region inflamada. [7]

La secrecion excesiva de citocinas (especialmente de TNFa) puede provocar el sindrome
del shock toxico, necrosis hemorragica y la reaccion de Shwartzman, asi como contribuir a
la necrosis presente en las zonas en que se produce la reaccion mediada por células
(fendmeno de Koch). [42]

2.4.4 Receptores de Citocinas
Los receptores de las citocinas presentan una estructura tipica; con un dominio extracelular,
un unico dominio transmembranal y un tercer dominio en el citoplasma. Las citocinas
tienen diferentes tipos de células blanco, y sus receptores se encuentran en la membrana de

estas células. [1]

Las citocinas se unen con receptores especificos de la membrana celular, desencadenando
una cascada de respuesta implicada en la induccién, ampliacion o inhibicion de una serie de
genes regulados por citocinas a nivel nuclear. Esta serie de mensajes que van desde el

receptor hasta el nicleo se conocen como vias de sefializacién. [42]

Si se tiene en cuenta la estructura tridimensional de las citocinas, resulta més sencillo
dividirlas en grupos, que presentan una importante correlacion en la estructura y en las
secuencias de sus receptores de superficie. La primera gran familia de receptores de
citocinas se denomina superfamilia de receptores de IL-6 y se caracteriza por una region
extracelular con homologia estructural de unos 200 aa de longitud y a ella pertenecen los
receptores para IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, el factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), ademas de receptores de factores cuya
actividad no se produce a nivel inmune, como la hormona de crecimiento o la prolactina.
Una segunda familia de receptores de citocinas relacionados forma parte de la superfamilia

de las inmunoglobulinas y comprende receptores para todos los tipos de IFN, ademas de los

22



El Sistema Inmune

dos receptores para IL-1 y M-CSF. Una tercera familia de receptores la constituyen las
moléculas receptoras de TNFa, TNFB y una serie de citocinas relacionadas, como el
receptor del factor de crecimiento nervioso y Fas que participa en la muerte celular. [42]

La mayor parte de los receptores de citocinas son glucoproteinas de membrana tipo 1, con
un unico dominio transmembranal. Sin embargo, el receptor funcional comprende en
general dos o méas subunidades, compartidas por diversos complejos receptores de citocina.
Con frecuencia las citocinas se ligan con una subunidad privada muy especifica y con otra

publica, compartida con otras citocinas relacionadas. [1]

Las quimiocinas se unen todas a un tipo de receptor especial, denominado glucoproteina
con forma de serpentina que tiene siete dominios transmembranales por su estructura y que
estd asociados a proteinas G de membrana. Pocos receptores de este grupo son especificos

para una quimiocina unica, siendo mas frecuente que varias compartan receptor. [1]

2.4.4.1 Activacion de las vias de comunicacion intracelulares
Los estudios sobre transduccion*? de sefiales, junto con la biologia estructural, han
unificado la biologia de las citocinas. Cada vez se conoce mejor la secuencia de
reconocimientos proteina-proteina que relaciona la union de una citocina en la superficie
celular con la actividad a nivel intranuclear de diversos factores de transcripcién®. Como se
afirmaba antes, el primer paso en la comunicacion por citocinas es la agregacion de los
diversos componentes del receptor inducida por la union del ligando. Las regiones
citoplasmaticas de estas subunidades del receptor interactian para iniciar una cascada de
sefiales. La forma mas sencilla corresponde a una sola molécula de receptor que forma un

homodimero™ cuando se une el ligando (citocina). También un receptor privado puede

12 transduccion: proceso de transferencia del DNA de una bacteria a otra mediado por un virus capaz de
infectar bacterias.**

B3 transcripcion: Copia de una hebra del DNA a una secuencia complementaria de RNA, mediante la enzima
RNA polimerasa. **

¥ homodimero: Es una molécula formada por dos subunidades idénticas
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determinar la hetero u homodimerizacion de un dominio publico de transduccién de

sefiales. [42]

trimarizacisn ) .
el receptor |

WIAS OE
BENVECISR

Figura 7. Esquema sobre las vias de sefializacién que se activan cuando
las citocinas se unen a su receptor [139]

En la figura 7 se muestra un sencillo modelo de la activacion celular por citocinas. Las
citocinas se ligan con su receptor celular e inducen la dimerizacién™ o polimerizacion®® de
los polipéptidos del mismo, activando un sistema de sefiales intracelular (como las cascadas
de cinasas), que culmina en la activacion de factores de transcripcion, que migran hacia el
nucleo y se unen con las regiones amplificadoras de los genes inducidos por la citocina.

[1, 8]

Todos los receptores de las citocinas, junto con algunos representantes de otras familias, se
asocian con moléculas denominadas cinasas Janus (Jak). La activacion de los receptores de

1> dimerizacion: cuando dos moleculas se unen formando una nueva molécula que es justo el doble de las
otras dos.'*

18 polimerizacion: proceso quimico por el cual monomeros se agrupan entres si formando una molécula de
gran tamafio llamada polimero.**
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las citocinas induce la fosforilacién'’ de la tirosina y la activacion de Jak, que son
necesarias para la mayoria. La funcion principal de la citocina es mediar en la agregacion
concomitante del receptor y de Jak. Posteriormente las cinasas Jak acoplan la union del
ligando con la fosforilacion de las tirosinas de varias proteinas de comunicacion, incluidas
las transductoras de sefiales y las activadoras de la transcripcién (Stat). Los dimeros de Stat
se translocan al interior del nucleo, donde se unen directamente al ADN. El receptor de
IFNa es un ejemplo de este tipo de trasmisiones de sefiales. [42]

Figura 8 Comunicacion intracelular [139]

Las funciones acopladas, aunque propias, de cada citocina reflejan el tipo de via de
comunicacion intracelular implicada. Las citocinas también estimulan la proliferacion
celular a través de otras vias, sobre todo la cinasa Ras/MAP. Algunas citocinas pueden

activar vias que culminan en la muerte celular por apoptosis™. [42]

Parece que no solo Jak activa las Stat, sino que éstas se pueden activar por otras citocinas

que siguen una via diferente. Algunas citocinas como TNFa e IL-1p no utilizan la via Jak-

17 fosforilacion: adicion de un grupo fosfato (PO,*) a una proteina o cualquier otra molécula.**’

18 apoptosis: mecanismo de autodestruccion celular por fragmentacion del DNA en segmentos de unos 200
pb, debido a endonucleasas dependientes de calcio activadas por estimulos exégenos.™
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Stat, sino que activan a miembros de la familia de las cinasas MAP, aumentando la unién

de factores de transcripcion, como NF«B con el ADN. [42]

El ensamblaje de los receptores especificos 0 compartidos de las quiomicinas produce en
ultimo término el movimiento de la célula, pero las sefiales intermedias implican a los
receptores de las proteinas G, la movilizacion de segundos mensajeros intracelulares, la
reorganizacion del citoesqueleto, la formacion de adherencias focales, la unién y desunion
y la extensién y retraccién de seudépodos'® que consiguen una migracion direccional. [9,
42]

19 pseudépodos: Larga evaginacion de la superficie celular formada por las celulas ameboides que les permite
la locomocidn. De forma mas general, cualquier evaginacion dinamica rica en actina de la superficie de una
celula animal.**®
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3. PROCESO INFLAMATORIO
La inflamacion es una respuesta vascular que generalmente se inicia alrededor de tejidos
que han sido dafiados. En este sentido es una respuesta defensiva inespecifica, para
eliminar el agente que provoco el dafio (toxina, por ejemplo), restringir sus efectos o para
reparar y sanar los tejidos. La inflamacidon forma parte de la inmunidad innata y por lo
general puede ser inducida en el curso de infecciones o traumatismos. Sin embargo, la
inflamacién también es un mecanismo que se presenta al final de la respuesta inmune
especifica y algunas veces puede provocar mas dafio tisular en lugar de una reparacion. Tal
es el caso de las alergias, de las enfermedades autoinmunes y de otras en donde hace falta

que el sistema inmune elimine antigenos extrafios y ain propios. [9, 42]

s endotali II zonn de

guimiotaxis

Figura 9. Proceso de Inflamacion [139]
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La inflamaciodn dilata los vasos sanguineos y aumenta el flujo de sangre hacia los tejidos
cuyas células han muerto o estdn dafiadas. Aumenta asimismo la permeabilidad de los
capilares sanguineos y se caracteriza por una extravasacion tanto de liquidos como de
células, que abandonan los vasos y se infiltran en el tejido conectivo intersticial. Durante la
inflamacion, los leucocitos polimorfonucleares, los monocitos y los linfocitos son las
principales células que migran fuera de los vasos sanguineos. Este es un proceso activo que
se denomina diapédesis e implica la union de varios ligandos a sus correspondientes
receptores que se encuentran en la superficie de la membrana de las células, tanto de las
endoteliales del vaso sanguineo como de las células de la sangre que van a salir al espacio
intersticial. [7, 10, 65]

3.1 Inflamacion

Cuando esta provocada por la presencia de microorganismos patdgenos o por las toxinas
que éstos producen, la respuesta inflamatoria es indudablemente un mecanismo defensivo
que protege al cuerpo contra las infecciones e inicia la reparacion estructural y funcional
del tejido dafiado. En estos casos, las células fagociticas que salen de los vasos sanguineos
y que estan encargadas de eliminar los cuerpos extrafios (microorganismos) que se han
introducido al cuerpo, son el componente mas importante de la inflamacion. En otras
ocasiones, la inflamacion es una respuesta al dafio de un tejido y se caracteriza por la
liberacion de mediadores vasoactivos provenientes del citoplasma de las células que los
liberan porque han muerto por necrosis'. En estos casos el trabajo de limpieza es lo més
importante, como puede ocurrir después de la muerte de neuronas o de muasculo cardiaco
por falta de oxigeno. Pero en otros casos, la inflamacion puede ser perjudicial y depende de
la estimulacion de las células cebadas (mast cells) y de las plaguetas o de la activacion
inespecifica, directa o indirecta del sistema complemento (por cristales de &cido drico,

como en el caso de los pacientes con gota). Aunque las células cebadas pueden ser

! necrosis: Muerte del tejido en el cuerpo y sucede por un suministro insuficiente de sangre al tejido, ya sea
por lesién, irradiacién o sustancias quimicas. **
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estimuladas por neurotransmisores o agentes fisicos y quimicos (en las neurodermatitis y
por los piquetes de insectos, respectivamente), en otros casos estas células son las
responsables de las respuestas alérgicas y se degranulan en presencia de los alergenos y de
la respuesta de anticuerpos IgE. La inflamacion que acomparia las reacciones alérgicas, lo
mismo que la inflamacion que caracteriza las lesiones ateroesclerdticas de los vasos
grandes o la que ocurre alrededor de los depdsitos de la proteina beta-amiloide en el
cerebro de los enfermos con Alzheimer, también son respuestas de naturaleza defensiva,
pero lamentablemente provocan lesiones a través de mecanismos que Se conocen como

reacciones de hipersensibilidad. [7, 10]

En cualesquiera de estos casos y en otros, la inflamacion se caracteriza porque, al salir de
los vasos sanguineos, el plasma se infiltra en el tejido intersticial y provoca la formacion de
edema, mientras que la vasodilatacion aumenta la cantidad de sangre en la zona inflamada
y provoca calor y enrojecimiento de la piel. Los cuatro signos caracteristicos de la
inflamacién son: tumor, rubor, dolor y calor. Cuando la inflamacion ocurre en un sitio
anatomico que tiene una funcién importante (una rodilla, por ejemplo) se le afiade la
incapacidad funcional como una caracteristica mas. Otro caso es el de las arterias
inflamadas por la aterosclerosis, las cuales tienen disminuido su aporte de oxigeno a los
tejidos. En el curso de la inflamacion, la extravasacion de proteinas plasmaticas facilita la
activacion de los factores de la coagulacion, los del sistema complemento y la generacion
de numerosos factores quimiotacticos® que atraen a los neutréfilos y otras células
inflamatorias’. Todas estas moléculas contribuyen para que la respuesta inflamatoria sea
mas efectiva y se pueda eliminar mas rapidamente el agente infectante o se pueda sanar

mas eficientemente el tejido dafiado. [114]

Después de iniciar la fase aguda de la inflamacion y de la salida de leucocitos
polimorfonucleares principalmente, ocurre el reclutamiento de monocitos, macréfagos y

linfocitos que se mueven hacia al sitio dafiado. Los macréfagos y los monocitos endocitan

2 quimiotacticos: Proceso por el cual los leucocitos son atraidos a la vecindad de los agentes invasores.**
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y/o matan agentes infecciosos o digieren el material extrafio resistente a la accion inicial de
los neutrdfilos. Dependiendo de la extension del dafio y de la naturaleza del
microorganismo patogeno, puede resultar que el tejido regrese a su funcion y estructura
normal inicial, que se forme una cicatriz con alteracion en la funcion del tejido, que la
inflamacidn evolucione hacia la formacion de un absceso o que la inflamacion persista y se

convierta en un proceso inflamatorio crénico. [9]

La clase de evolucion que puede tener una respuesta inflamatoria aguda depende de la
naturaleza del patdgeno, de su resistencia, su tasa de multiplicacion o de las toxinas que
libera, de la gravedad del dafio al tejido y del grado de activacion de las células del sistema
inmune o de las proteinas que salen de los vasos. Esta caracterizada por el movimiento de
fluidos, proteinas del plasma y leucocitos al sitio inflamado, todo lo cual va a variar segun
la extension de la invasion microbiana y la naturaleza del material fordneo o de los

antigenos. [10]

El proposito defensivo de la reaccidon inflamatoria es contener o eliminar al patégeno y
reparar tejidos. Pero su respuesta debe estar modulada para evitar que se dafien tejidos
sanos vecinos. Para ayudar a controlar la inflamacion y restringirla exclusivamente al sitio
donde hace falta, existen maltiples sistemas mediadores que incluyen proteinas solubles en
el plasma de la sangre como algunas proteinas de fase aguda, varias hormonas, los
inhibidores del sistema del complemento, las citocinas anti-inflamatorias, el sistema de las
cininas y varios neurotransmisores anti-inflamatorios como la acetilcolina, el 4cido gamma

aminobutirico y la glicina. [10]

Durante la inflamacion, los mediadores quimicos tienen una importancia notable. Ellos son
necesarios al comienzo, porque desencadenan la reaccion inflamatoria, como es el caso de
las citocinas pro-inflamatorias IL-1, INFy, TNFa e IL-12. Pero siempre, a un lado de estas
citocinas que facilitan la respuesta inflamatoria, existen varias otras citocinas y mediadores

quimicos que tienen un efecto contrario, es decir son anti-inflamatorias, como por ejemplo
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la IL-6, TGFp e IL-10 y los neurotransmisores que se acaban de mencionar en el parrafo
anterior. Esas sustancias liberadas por el sistema nervioso y también varias hormonas del
sistema endocrino (como los glucocorticoides y los estr6genos) tienen una participacion
muy importante como mediadores de la retroalimentacion negativa del proceso
inflamatorio, ya que reducen las actividades de las células que han sido estimuladas. Las
citocinas anti-inflamatorias, las hormonas y los neurotransmisores impiden que la respuesta
inflamatoria se prolongue mas de lo estrictamente necesario o que se extienda mas alla de
los tejidos dafiados. EIl balance en la produccion de estas dos clases de moléculas

antagonicas® contribuye a modular la reaccién inflamatoria y conserva la salud. [10]

3.1.1 Inflamacién Cronica
La inflamacion crénica es caracterizada por un incremento prolongado en el nimero de los
macrdfagos, linfocitos, células plasméticas o eosinofilos que infiltran un foco inflamatorio
durante meses o afios. La persistencia de una lesion, de un material extrafio al cuerpo o de
un microorganismo que no puede ser eliminado (como Mycobacterium tuberculosis, por
ejemplo), puede ser una causa de que la respuesta inflamatoria se convierta en un proceso
cronico. Lo mismo puede suceder a causa de los depdsitos de colesterol en las paredes de
los vasos sanguineos. La reaccion inflamatoria cronica puede tener una evolucion variable.
Por lo general, sucede que pueden ser eliminados los agentes patdgenos y, como una
consecuencia, el tejido dafiado puede ser reparado y regresa a su funcion y estructura
normal. Sin embargo, en otros casos, cuando el patégeno no puede ser eliminado y persiste
en el sitio de la inflamacion, provoca la activacion prolongada de mecanismos inmunes y
desarrolla un tipo de inflamacion crénica conocida como granulomatosa que se va a
prolongar durante cierto tiempo. También puede suceder que, como una consecuencia del
proceso inflamatorio crénico, el dafio de los tejidos se vuelva irreversible y provoque una
activa proliferacion de capilares, fibroblastos y demas células del tejido mesenguimatoso,

lo cual termina con la pérdida o una disminucién de la funcién del tejido o del 6rgano. [9]

% antag6nicas: cuando un farmaco se une al receptor para inhibir la accién de un agonista.**®
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Las respuestas mediadas por células pueden ir dirigidas contra autoantigenos (o contra
infecciones criticas no identificadas u organismos comensales que comparten o mimifican
los antigenos propios), provocando una inflamacion cronica que dafia los tejidos. Estos
mecanismos han sido propuestos para explicar las lesiones en la artritis reumatoide, la
enfermedad de Crohn, la sarcoidosis, la psoriasis y la esclerosis multiple. Muchas veces no
se conoce con certeza el grado relativo de implicacion de los posibles agentes infecciosos y
de la autoinmunidad subsiguiente, como ocurre en el caso de la destruccién de los islotes de

Langerhans del pancreas que conduce a la diabetes insulinodependiente. [65]

Como se puede observar, la respuesta inflamatoria no solamente es un proceso sumamente
complejo que depende de numerosas causas, se inicia a través de diversos mecanismos y se
modula mediante diferentes agentes, sino que también algunas veces necesita ser
estimulada, mientras que otras veces hace falta inhibirla. En estos ultimos casos, las
razones son varias. Puede ser que el paciente necesite calmar el dolor que provoca la
inflamacion o recuperar la funcion de un sistema que, mientras esté inflamado, no le
permite moverse, lo mantiene incapacitado o le disminuye la irrigacion sanguinea y el
suministro de oxigeno en los tejidos, que disminuyen sus funciones, como sucede en el
caso de la aterosclerosis. La lucha contra el dolor y la incapacidad funcional son los
principales objetivos de la terapéutica anti-inflamatoria. Pero estos tratamientos tienen que
estar dirigidos lo méas especificamente posible, para actuar sobre el mecanismo responsable.
Por ejemplo, los anti-histaminicos o los inhibidores del sistema complemento o los
bloqueadores de los receptores para interleucinas pro-inflamatorias o los inhibidores de sus
factores de transcripcion, etc., tienen un objetivo particular y no resultan de utilidad en
cualquier respuesta inflamatoria. En el caso de los antihistaminicos, ellos solo tienen efecto

cuando se administran a los alérgicos que liberan un exceso de histamina. [9, 10]

Para poder llevar a cabo el tratamiento de la inflamacién segin una estrategia lo menos
peligrosa y lo mas eficiente posible, ha sido necesario esperar los resultados de numerosas

investigaciones que, en los ultimos afos, han ido revelando las bases moleculares de la
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respuesta inflamatoria. Por supuesto que todavia no se conocen todas ellas, pero
actualmente ha aumentado considerablemente nuestro conocimiento sobre las principales

moléculas que estan involucradas en los procesos inflamatorios. [10]

Una de esas moléculas es el MyD88, que tiene una actividad casi indispensable para el
inicio de la sintesis de las citocinas pro-inflamatorias y, ademas, para que sus efectos se
Ileven a cabo. El MyD88 se encuentra asociado a varios receptores de membrana que se
estimulan en el curso de infecciones, pero también estd asociada a varios receptores mas, al
comienzo de las vias de sefializacion que inducen la sintesis de algunas de las citocinas pro-
inflamatorias mas potentes. Por esa razon, en los incisos siguientes se presenta una breve
descripcién del més importante de ellos, conocido como el receptor parecido a la molécula
Toll de las moscas. Posteriormente, se describirdn las caracteristicas de una de las

proteinas, la MyD88, que se encuentran acopladas al mismo. [32]
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4. INTERLEUCINA1

Esta citocina es producida por monocitos, macrofagos, células dendriticas y otras células
que se activan al comienzo de la respuesta del sistema inmune. Inicialmente, se describio
su actividad en cultivos remanentes de monocitos humanos, donde se encontrd que
promovia la proliferacion a timocitos. Hace afios, a la molécula responsable de esta
actividad se le denomind Factor de Activacion Linfocitica (LAF), que posteriormente se
identificd como la interleucina 1. En los humanos, el gene que codifica esta citocina se

encuentra en el cromosoma 2. [1, 14, 15]

La IL-1 es un pirégeno* endégeno que causa fiebre porque incrementa las cantidades de
prostaglandinas E (PGE;) que actlan sobre el hipotalamo. La IL-1 es una citocina pro-
inflamatoria debido a que tiene la habilidad de estimular la trascripcion de los genes
asociados con la inflamacion. Una de sus propiedades mas importantes es que estimula la
formacion de la ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2) y la fosfolipasa A tipo 2, provocando un
aumento en la sintesis de prostaglandinas. Ademas, induce la sintesis de oxido nitrico y

también incrementa la expresion de moléculas de adhesion intercelular. [8]

La IL-1 también estimula la proliferacion de los linfocitos T. Adicionalmente, aumenta la
salida de neutrdfilos de la médula Gsea y es responsable de la acumulacion de los
neutrofilos en los tejidos. Krane y Dayer encontraron que en la artritis reumatoide la IL-1
es un inductor de la colagenasa, mientras que Saklatvala encontrd que tenia la propiedad de

destruir el cartilago. [40]

Una excesiva produccion de esta citocina pro-inflamatoria puede tener consecuencias
patolégicas, ya que sus propiedades catabdlicas necesarias para comenzar a movilizar los

mecanismos de defensa de la respuesta inmune contra las infecciones pueden

! pir6genos: Factor producido por macréfagos y otras células. Causa fiebre por reduccion de prostaglandinas
en el Hipotalamo.**
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eventualmente dafiar al hospedero. Un ejemplo del deterioro que causa la IL-1 es la artritis
reumatoide. La capacidad para poder llevar a cabo sus efectos requiere de una regulacion
de su receptor especifico por medio del antagonista de su receptor (IL-1Ra). [39]

Existen dos diferentes tipos de IL-1, que tienen estructura y peso molecular diferentes y que
han sido denominadas o y . Ambas son sintetizadas por monocitos en repuesta a sefiales
de activaciéon. Se diferencian por su peso molecular y distinto punto isoeléctrico. La
estructura en tercera dimension de la IL-1a es muy similar a la 8. En cada una de ellas el
péptido se pliega hasta tener una forma de barril abierto con una escalera  plegada. La IL-

a tiene dos sitios de unién al receptor. [70]

4.1 Acciéon de la IL-1

La IL-1 es producida por muchos tipos celulares en respuesta a lesiones, infecciones o
antigenos. Influye en muchas células y procesos. Asi por ejemplo, 1) aumenta la actividad
citotoxica de las células NK; 2) activa metabolicamente a los PMN, que se mueven hacia el
sitio de produccién de IL-1 mediante quimiotaxis? (flechas negras en la figura siguiente); 3)
induce la expresion de moléculas de adherencia y procoagulantes a un nivel endotelial,
aumentando la permeabilidad capilar; 4) aumenta la produccion de prostaglandinas y
citocinas y la actividad citotoxica de los macrofagos, al mismo tiempo que estimula la
quimiotaxis de los monocitos (flecha negra); 5) también estimula la proliferacion de
linfocitos Ty, la expresion del receptor de IL-2 y la produccion de citocinas; 6) estimula la
proliferacion de linfocitos B y su capacidad para convertirse en células presentadoras de los
antigenos que han reconocido; 7) su produccién esta regulada por otras citocinas (ver figura
10). [42, 96]

2 Quimiotaxis: Proceso por el cual los leucocitos son atraidos a la vecindad de los agentes invasores.
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Figura 10 Acciones de la IL-1 [139]

4.2 El Receptor de la IL-1
Los receptores de las citocinas se dividen en cuatro familias, siendo la familia 1V a la que
pertenece este receptor. Los miembros de la familia de receptores de la IL-1 estan

codificados por nueve genes distintos. [13]

TABLA 4 Nomenclatura de la familia de los receptores de la IL-1 [13]

Nombre Abreviacion | Ligando

IL-1RI IL-1R1 IL-1a, IL-1B, IL-1Ra
IL-1RII IL-1R2 IL-1B, IL-1a, IL-1Ra
IL-1R Ac-P IL-R3 IL-1a, IL-1P
ST2/Fit-1 IL-1R4 no encontrado
IL-8Ro/IL-1Rrpl IL-1R5 IL-18

IL-1Rrp2 IL-1R6 IL-1e. IL-15
IL-1R18B/IL-1RACPL | IL-1R7 IL-18

IL-1IRAPL IL-1R8 no encontrado
IL-1R9 IL-1R9 no encontrado
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El efecto de la IL-1 esta mediado por receptores especificos en la membrana plasmatica.
Para la IL-1 existen dos tipos de receptores, el de tipo 1 que transduce la sefial a la célula

blanco, y el de tipo II. [40]

El receptor tipo I de la interleucina-1. En el primer estudio especifico de los receptores de
IL-1a e IL-1B, se identificd una glicoproteina de 80 KDa en linfocitos T y se la denomino
IL-1RI. [11-14] El segmento extracelular del IL-1RI y de los miembros mé&s cercanos de la
familia de receptores de la IL-1 tienen 3 dominios de inmunoglobulinas, sin embargo el IL-
1RI es Unico ya que contiene un dominio de homologia Toll. Este dominio posee
aminoacidos con secuencias relacionadas a las que dan los genes hallados en la proteina
Toll de la Drosophila'. La homologia con el dominio de las proteinas Toll también se halla
en el dominio citoplasméatico de todos los miembros de los receptores TLR, los cuales
reconocen endotoxinas, peptidoglicanos, acido teicoico y otros productos microbianos en
células de mamiferos.[16] En mamiferos la homologia del dominio Toll con IL-1R es

necesaria para transmitir la sefial. [17]

Por muchos afios se creyo que la sefial de transduccion de la IL-1 se iniciaba con un simple
cambio en IL-1RI. En 1995 Greeefender encontrd que la sefial de transduccion de la IL-1
es iniciada por la formacion de un heterodimero y por la unién del complejo IL-1R1/IL-1 a
un segundo receptor; ahora llamado IL-1R-AcP. La formacién del heterodimero de IL-1RI
con IL-1R-AcP resulta de la aproximacion fisica del dominio de homologia Toll
citoplasmatico. El receptor de la IL-1 se encuentra en la superficie de la membrana de las
células, en las cuales puede tener una densidad de aproximadamente 5000

receptores/célula. [1, 8]

El receptor tipo Il de la IL-145. El IL-1RII la IL-1p se expresa preferentemente en la
membrana de los linfocitos B. Es una proteina que tiene tres segmentos. Uno extracelular

que consta de 3 dominios de inmunoglobulinas, otro transmembranal y finalmente uno
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pequefio citoplasmatico. [18] EI dominio citoplasmatico no es importante para iniciar la
sefial de transduccion debido a que no tiene dominio de homologia Toll. Debido a esto,
cuando la IL-1 se une a este receptor no se produce sefial. Es por lo tanto un receptor

sefiuelo. [18]

4.4.3 Cascada de sefializacion citoplasmatica

Como se menciono anteriormente, la sefial de transduccion de la IL-1 depende de la
formacion de un heterodimero entre el IL-1RI y el IL-1R-AcP. Esta interaccion recluta a la
proteina acopladora MyD88 (factor 88 de diferenciacion mieloide), lo cual va seguido por
la activacion de la enzima IRAK (cinasa asociada al receptor de la IL-1).[23-26] La
sefializacion continta con la fosforilacion y activacion de TRAF6 (factor asociado al
receptor para TNF), que activa a TAK-1 (cinasa activada por TGFB) y finalmente la
activacion de NIK (la cinasa inductora del NFkB) y de IKK (cinasa del 1kB) y la
fosforilacion del inhibidor del factor kappa-B (I1xB), cuya disociacién permite la activacion
del NFxB. [23-26, 31]
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5. RECEPTORES TLR e IL-1R
5.1 Receptores Toll-like (TLR)

Originalmente las proteinas Toll se identificaron en las moscas como un receptor
transmembranal necesario para mantener la polaridad dorsoventral en el embrion en
desarrollo de la Drosophila’. Mas adelante se descubrié que Toll también podia actuar
como un receptor de membrana que se unia a los productos de hongos y que activaba
mecanismos defensivos de las moscas. Un afio después se encontro el primer homdlogo de
esos receptores en humanos, los cuales fueron nombrados Toll-like Receptor (TLR).
Posteriormente fueron identificadas varias moléculas mas que también resultaron
homdlogos del TLR inicial. Ademés, los TLR también fueron encontrados en los
vegetales. Actualmente, los receptores TLR forman una gran familia de proteinas que son
compartidas por plantas, insectos y animales vertebrados y que reconocen numerosas

moléculas asociadas a microorganismos patdégenos (PAMPS). [3, 11]

Los TLR tienen un papel fundamental en la inmunidad innata y adaptativa. Estan presentes
en diferentes tipos de células incluyendo macrofagos, células dendriticas, células
endoteliales, células cebadas, eosinofilos, neutréfilos, linfocitos B, células epiteliales,
miocitos cardiacos y adipocitos. Cada vez que los productos de patégenos se unen a los
TLR, se inician reacciones enzimaticas que activan factores de transferencia que participan
en la sintesis de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas y oxido nitrico. Para que la union
de los PAMP con los TLR resulte en un aumento en la produccion de citocinas
proinflamatorias, los receptores deben estar asociados a una serie de proteinas diferentes,
que se conocen como proteinas adaptadoras, de las cuales depende la activacién de varios

factores de trascripcion. Hasta hoy se conocen 13 diferentes tipos de TLR. [4]

El conjunto de proteinas acopladoras que se activan después de la unién de los PAMP con

los TLR reune una serie de moléculas diferentes. EI MyD88 es una de ellas. Otras

! Drosophila: especie de mosca.**’
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Ilamadas cinasas asociadas a los receptores para la IL-1 (IRAK) (formadas por 1-4 y M),
son las responsables de mediar la sefial entre MyD88 y el factor asociado al receptor para el
TNF (TRAF6). Cada miembro IRAK tienen una funcion Unica en la cual media la

respuesta inmune, IRAK-4 es requerida para la inmunidad innata. [4]

5.1.1 Estructurade los TLR

Cada uno de ellos esta formado por una cadena peptidica que puede encontrarse semi-
hundida en las membranas, plasmatica o nuclear, de la célula. La region extracelular de los
TLR contiene regiones ricas en leucina y el dominio carboxilo-terminal es rico en cisteina,
pero su composicién de aminoacidos varia segin sean diferentes sus correspondientes
ligandos. La region intracelular o citoplasmatica es similar en todos los TLR y contiene un
dominio proteolitico PEST y un dominio inhibitorio C-terminal. [30] La region
citoplasmatica contiene dominios que tienen una fuerte homologia con el receptor-1 de la
interleucina 1 (IL-1R1) (ver figura 11). [28, 29]

Drosophila
Toll 18w
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IL-18R TLR1 TLR3 TLRS RP10%
IL-1R TI/STE
ST TLR2 TLR4 TLRG
| =
IL-1R family TLR family
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., Figura 11 Estructura de los principales TLRs [140
512 Clasif,/9ura Ll Estructura de los princip [1401

Los TLR se clasifican en grupos segun el tipo de PAMP que reconocen (exotoxinas,
endotoxinas o acidos nucleicos de microorganismos patdgenos, por ejemplo). Tambiéen
pueden ser clasificados en dos grupos segun su localizacion. En este caso el primer grupo
incluye a TLR1, 2, 4, 5y 6 los cuales se encuentran en la membrana plasmatica, mientras el
segundo grupo incluye a TLR3, 7, 8 y 9 que se localizan intracelularmente en las
membranas nucleares o de los endosomas. [27] A continuacién se describen brevemente

algunas caracteristicas de los principales TLR.

TLR4

TLR4 tiene componentes extracelulares como MD-2 y CD14 que reconocen LPS de
bacterias Gram-negativas, que son las responsables del shock séptico. La estimulacién de
este receptor provoca un aumento en la produccion de citocinas pro-inflamatorias. Este
receptor también es el encargado de estimular la sintesis de algunas proteinas de choque
térmico, como la HSP60 que ha sido involucrada en los mecanismos de la inflamacion que
acomparia a la arterosclerosis. Se ha encontrado que la HSP60 inducida por clamidias

activa células de musculo liso vascular y macrofagos a través del TLR4. [3]

La via de sefializacion de TLR4 requiere varias proteinas citoplasmicas acopladoras, entre
las cuales se encuentra la proteina MyD88, la cinasa IRAK, el TRAF6 y el TAD-1. El
MyD88 tiene una interaccion directa con la porcion intracitoplasmica del TLR4. [32]
Muzio y sus colaboradores demostraron que la sobre-estimulacion de TLR4 induce la
activacion de NFxB que bloquea a TRAF6-DN o NIK-DN, pero no a TRAF-2-DN. [31]
Actualmente se conoce que la activacion de NFxB a través del TLR4 requiere de MyD88,
IRAK-1, TRAF-6 y NIK y, como un resultado, estimula la sintesis de las principales
citocinas pro-inflamatorias. [34]
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Miyake y sus colaboradores identificaron MD-2 como una proteina que ayuda a la funcion
de TLR4. [34] MD-2 es una proteina secretada que se localiza en el dominio extracelular
de TLR4 y funciona como estabilizante de los dimeros de TLR4. Cuando se co-transfecta
con TLR4 a células HEK-293, el MD-2 incrementa la activacion de NFkB en respuesta a
los LPS que se unen al TLR-4 y por lo tanto aumenta la produccion de las citocinas pro-
inflamatorias. Sin embargo Yang et al. [35] demostraron que la co-expresion de MD-2 y
TLR4 aumenta la fosforilacion de las MAP cinasas ERK, JNK, y p38 y su actividad en
respuesta a los LPS. Estos estudios también demostraron que la expresion simultanea de
TLR4 y MD-2 es necesaria para que los LPS activen la via de las MAP-cinasas, estimulen
Elk-1y activen el NFxB. [33]

TLR1, TLR2y TLR6

Son receptores que reconocen en general lipidos. EI TLR2 reconoce numerosos
componentes de microorganismos como lipoproteinas de bacterias gramnegativas,
micoplasma y espiroquetas; peptidoglicanos y é&cidos lipoteicoicos de bacterias gram-
positivas, lipidos de micobacteria, glucoinositolfosfolipidos de Trypanosoma cruzi,

modulina de S. epidermidis, zymosan de hongos y porinas de la membrana externa de
neisserias. Ademas, el TLR2 reconoce formas atipicas de LPS en contraste con el TLR4
que solo identifica LPS de E. coli y de especies de Salmonella. El peptidoglucano y la
modulina secretada por S. aureus son ligandos del TLR2 que inducen la produccién de
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). El TLR6 colabora funcionalmente con el TLR2 en

el reconocimiento de lipopéptidos microbianos. [3, 52]

El TLR2 forma heterodimeros con TLR1y TLR6, TLR1/2 'y TLR 6/2 pueden discriminar
triacil y diacil-lipopéptidos respectivamente. El TLR10 es heterodimerizado por TLR2 y

TLR1; sin embargo el ligando para estos heterodimeros aun no se conoce. [27]

TLR5
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Este receptor al igual que TLR11 tienen como ligando proteinas de microorganismos y se
expresa abundantemente en la membrana de las células del intestino. TLR5 reconoce a la
flagelina de Listeria monocytogenes, que es el componente principal de los flagelos que

permiten el movimiento de esta bacteria gram-negativa en su medio acuoso. También
participa en la fijacion del microorganismo a las células del huésped contribuyendo asi con

su virulencia. [3]

TLR3
Se encuentra localizado intracelularmente pues detecta acidos nucleicos derivados de virus

y bacterias. TLR3 reconoce RNA de doble cadena.

La estructura del TLR3 es Unica ya que carece de residuos de prolina, abundantes en los
demas TLR. Ademas, se expresa preferencialmente en células dendriticas maduras, por lo

que es razonable pensar que tiene otras funciones importantes. [3]

TLR7, TLR8y TLR9

El TLR9 se encuentra en el interior de las células a diferencia de TLR1, TLR2 y TLR4. El
TLR7 y el TLR8 son muy parecidos al TLR9. EI TLR7 reconoce moléculas sintéticas de
imidazoquinolina, RNA de una sola cadena y analogos de guanosina como loxoribina.
Todo esto los hace de importancia terapéutica. ElI TLR8 tiene gran homologia con TLR7 y
reconoce imidazoquinolina y al RNA de una sola cadena que regularmente se expresa en
celulas T. Aungue aun no se identificaron los ligandos para TLR9, se cree que participa en
la discriminacion de estructuras similares a acidos nucleicos en los microorganismos, tal

como ocurre con la subfamilia del TLR2 cuyos miembros distinguen distintas. [3, 27, 61]

5.1.3 Via sefalizacion de los TLR

Después del reconocimiento de PAMPs, los TLRs activan intracelularmente una via de

sefializacion que induce la expresion de los genes de las citocinas pro-inflamatorias como
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TNFa, IL-6, IL-1 e IL-12. El reconocimiento de PAMPs por TLRs estimula el
reclutamiento del dominio TIR intracelular conteniendo adaptadores que incluyen la
proteina MyD88. EI MyD88 es una proteina adaptadora universal que activa la via
inflamatoria que es utilizada por los TLRs, a excepcion de TLR3. Todos los TLR al igual
que el receptor de la IL-1, tienen un dominio TIR que interactda con la proteina MyD88.
El reclutamiento de MyD88 puede llevar a la activacion de la cinasa MAP (ERK, JNK,
p38), y de NFxB que controla la expresion de los genes de las citocinas inflamatorias. Pero
es necesario aclarar que no siempre que se activa el factor NFkB se estimula solamente la
produccion de citocinas pro-inflamatorias. La activacion de esta via de sefializacion a
través del NFxB puede conducir a que la célula estimule otras funciones. TIRAP media la
activacion de MyD@88 en las vias de activacion a través de TLR2 y TLR4. Mientras TRIF
es reclutado por TLR3 y TLR4 y activan asi una via alternativa, la cual también termina en
la activacion de NFxB. [27]

La sefial que se genera por la unidn de los PAMPs a sus respectivos TLR involucra a cinco
familias de proteinas adaptadoras, que se acoplan a cinasas y termina en la activacion de
NFkB, IFN e IRF. Los TLR tienen un dominio TIR que se encuentra localizado en el
citosol. Similar a los TLRs existen adaptadores que han conservado esta region. Estos
adaptadores son MyD88, MAL, TRIF, TRAM y SARM (ver Figura 12).
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Figura 12 Proteinas acopladoras. [141]

5.2 Vias de sefalizacion activadas por TLR2

El ALT que se encuentra en la superficie de las bacterias gran-positivas se asocia a la
membrana de las células del hospedero por medio de los receptores TLR2 de esta Gltima,
pero también a través de los TLR1/6 y CD14. A partir de estos eventos se inicia la
activacion de algunas cinasas de la familia de las MAPK (ERK1/2, INK y p38) y de la
PI13K ademas de algunos factores de trascripcion (ATF; C/EBP, CREB, NF-kB). [5, 122]
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Figura 13 Via de sefializacion del TLR2. [143]
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ALT, &cido lipoteicoico; TLR, receptor semejante a Toll; PLC, fosfolipasa C; PKB, proteina cinasa B; PKC,
proteina cinasa C; PI3K, fosfatidilinositol 3 cinasa; RTK, receptor con actividad de cinasa de residuos de
tirosina; MyD88, factor de diferenciacion mieloide; IRAK, cinasa asociada al receptor de interlucina 1;
TRAF, factor de receptor activado; TAK1 cinasa activada por factor de crecimiento transformante; TAB,
proteina de asociacion a TAK1; MAPK, proteina cinasa activada por mitégeno; MKK, MAPK-cinasa;
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MEKK, MAPK-cinasa-cinasa; ERK1/2, cinasa de respuesta a sefiales extracelulares; JNK, cinasa N terminal
de Jun; Il B, inhibidor de kappa B ; IKK, cinasa de Il B; ECSIT, intermediario conservado evolutivo en la via
de Toll; C/EBP, proteina de unién y aumento de CCAAT; CREB, proteina de fijacion del elemento de
respuesta a AMP ciclico; SRF, factor que responde a suero; ATF, factor de activacién de transcripcion.

Sin duda alguna las septicemias que estan asociadas a la falla de multiples érganos y
sistemas enzimaticos son un problema de salud publica que ocasiona una alta morbilidad? y
mortandad®. Por mucho tiempo los LPS de las bacterias Gram-negativas se han considerado
como las moléculas responsables, las que desencadenan la respuesta inflamatoria que se
presenta en las etapas tempranas de la septicemia. Sin embargo, los estudiosos de este tema
han comenzado a focalizar su atencidon en dos componentes bacterianos tales como los
peptidoglucanos y el ALT y sus efectos como moléculas promotoras de la inflamacion que
se presenta al inicio de la sepsis. Los péptido-glucanos y el ALT actian como ligandos de
los receptores TLR- 2 y aunque ambos agentes inducen la expresion de moléculas pro-
inflamatorias, finalmente se ha demostrado que estos dos ligandos producen respuestas
bioldgicas diferentes. [37, 120, 122]

5.3 La funcion de los TLR en la sefializacion inducida por LPS

El antigeno de membrana CD14 ha sido reconocido durante muchos afios como el principal
receptor para los LPS de las bacterias gran-negativas. ElI CD14 se encuentra
principalmente en la membrana de macrofagos, monocitos, células dendriticas y
neutrofilos. [37] EI CD14 es un glicofosfatidilinositol que une el dominio transmembranal
con el intracelular. Numerosos estudios sugieren que CD14 esta asociado con distintas
sefiales de transduccion de proteinas transmembranales, particularmente aquellas asociadas
a los TLR4. Sin embargo, recientemente dos grupos independientemente de investigadores
han reportado que cuando se une a los LPS, el TLR2 también puede funcionar como una

sefial de transduccion de varias proteinas, en presencia de CD14 y LBP. [27, 35, 36]

2 morbilidad: Cantidad de personas afectadas por cierta enfermedad.**

* mortandad: NGUmero de muertes que se producen en una determinada poblacién.*®
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Los TLR2 aparecen como mediadores de la sefial intracelular de los LPS, la cual se inicia
por la union de los LPS con CD14. El rol de TLR2 en humanos es como receptor de los
LPS. Flo y sus colaboradores, recientemente reportaron que un anticuerpo que reconoce
TLR2 no puede bloquear la activacion de NFkB a través de la estimulaciéon por LPS que
aumentan la produccion de TNFa en monocitos de humanos. EI TLR2 enddgeno tiene una
actividad fisioldgica relevante en la respuesta a los LPS en las células de humanos, in vitro
o0 invivo. [27, 36, 37]

5.4 Importancia de los TLR

Recientemente se ha revelado que los TLR se encuentran controlados por varios
mecanismos que modulan las respuestas de las células contra diversos patdgenos. Primero
los TLRs utilizan diferentes moléculas adaptadoras, las cuales activan diferentes factores de
trascripcion especificos para la respuesta inmune innata. Segundo diversos TLRs se
expresan en compartimientos extracelulares que detectan &cidos nucleicos derivados de
patdgenos, pero también existen otros TLR que detectan la localizacion intracelular de las
mismas u otras moléculas derivadas de patdgenos, y que tienen la capacidad de discriminar
entre los &cidos nucleicos derivados de microorganismos y los que no lo son. La
localizacion intracelular de dominio TIR contiene adaptadores que son importantes para
determinar la respuesta especifica. Tercero la expresion de los TLR sobre las membranas
estd controlada por numerosos reguladores que determinan la respuesta inmune
inflamatoria y previenen cualquier exceso en la respuesta inflamatoria mediada por
citocinas. Es claro que la funcion de los TLR es por mucho benéfica para el hospedero, sin
embargo la activacion aberrante de éstos, o su localizacion anormal en la membrana celular
pueden ser perjudiciales para el hospedero y algunos los han relacionado como
responsables de la aparicion de enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso
sistémico (SLE). [27]
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5.5 Homologia de los TLR e IL-IR (TIR)

La via de transduccién del sistema Toll de Drosophila es similar a la via del receptor para la
IL-1 (IL-1R) en las células de los mamiferos, que se asocia con la activacion del factor de
trascripcion NFkB el cual estimula produccion de citocinas que participan en la respuesta
del sistema inmune y en el proceso inflamatorio. EI dominio intracitoplasmético del TLR y
del receptor para IL-1 son muy parecidos en los mamiferos, por lo que se habla de una
familia de receptores TLR/IL-1R (TIR).

La evidencia que se han acumulado en los ultimos afios muestra que IL-1R y TLR
contienen porciones de los mismos componentes de transduccion incluyendo el dominio
negativo (DN) que participa en la sefial de transduccion de IL-1 inhibiendo la sefial de los
TLR. [12-13]
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6. Proteina MyD88
La proteina-88 de diferenciacion mieloide (MyD88) es una molécula adaptadora localizada

en el citoplasma de las células y relacionada con la familia de receptores TLR/IL-1R.
Tiene 296 aminoacidos, con una masa teérica molecular de 33.2 KDa. Esta compuesta por
un dominio de muerte N-terminal (DD), una region intermedia (ID) y un dominio TIR C-
terminal. [10] La informacion para su sintesis esta codificada en 5 exones' y 4 intrones®.
El exdn 1 codifica para el dominio DD y va desde el aminoacido 1 hasta el 109, el segundo
exon codifica para el dominio ID y va del aa 110 al 155 y el tercer exon codifica el dominio
TIR y va del aa 156 al 296. [19-22]

] 155 296

R ° i

MyD88

Figura 14 El gene del MyD88. [141]

MyDa88 es una proteina soluble intracelular, necesaria para activar el dominio TIR de IL-1R
0 de TLR, e iniciando asi la activacion de NFKB. Esta proteina interviene en forma critica
en la respuesta de las células al estimulo de la produccion de IL-1 en respuesta a los LPS.
[32]

6.1 Descubrimiento de MyD88
En 1990 se nombr6 al MyD88 como una proteina que se inducia durante la diferenciacion
terminal de los precursores mieloides de MID™ en respuesta a la IL-6. Se le dio el nombre
de MyD, que proviene de la diferenciacion mielodie y el 88 se refiere al nimero del gen en
la lista de genes inducido. Para 1997 la funcion del MyD88 ya se habia descubierto, y fue la
primera proteina que se demostrd estaba implicada en la sefial del IL-1R [43, 44] y
subsecuentemente en la sefial de varios TLRs, [45, 46] esto se comprobd con ratones
deficientes de MyD88. [44, 45] Lo que se observd en estos ratones es que no tuvieron

! exones: regién de un gen que codifica proteina.'*’
Z intrones: segmento de un gen no codificador de proteinas situado entre exones.™’
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reﬂspuestamél ser estimulados con los ligandos para TLR2, TLR4, TLR5, TLR7 y TLR9.
Ahora los disefios de estudios para diversas enfermedades toman en cuenta a los ratones
deficientes de MyD88. Estos ratones tienen resistencia al efecto téxico de los LPS, y son
también inmunocomprometidos® en términos de su capacidad de luchar con una gama de
patdgenos (ver tabla 1). La sefial dependiente de MyD88 también esta involucrada en el

rechazo a transplantes. [47, 49]

TABLA 5 Consecuencias del aumento o la disminucion en la expresion del MyD88 en
ratones retados con diferentes agentes infecciosos. [48-52]

Adaptador Infeccion Fenotipo
MyD88 Staphylocoocus aureus | Superviviencia después de la infeccion
intravenosa
Plasmodium berghei TCarga bacteriana en sangre y 6rganos
TProduccion de citocinas por macr6fagos
Toxoplama gandii Normal Parasitemia y supervivencia
|1L-12 e IFNy en suero
Listeria monocytogenes lSupervivencia después de la infeccion
intraperitoneal
1Bacteraemia en el higado y bazo
JTNF, IFNy y NO en el suero
Leishmania major | Resistencia al inoculo en la piel
J1L-12 mediada por Tyl células de respuesta

6.2 Importancia del MyD88
MyD88 tiene una participacion importante en la activacion de las sefiales intracelulares
que, a través del factor de trascripcion NF-xB, se necesitan para aumentar la produccion de
citocinas pro-inflamatorias en el curso de las infecciones. Los niveles citoplasmaticos de
MyD88 regulan fenémenos importantes como la tolerancia endotoxica [23, 24] y los
mecanismos de accion de IFNy y del factor de estimulacion de colonias de macréfagos-
granulocitos (GM-CST). [26]

% inmunocomprometidos: alteracion de uno o algunos mecanismos de defensa, fenémeno que lo hace
susceptible a infecciones oportunistas.**
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Los resultados de numerosos experimentos biolégicos han revelado que el MyD88 es un

elemento pivote en la sefial de transduccion de la familia TLR/IL-1R.

6.3 Sefializacion del MyD88

La via de sefalizacién de MyD88 ha llegado a ser mas compleja de lo que se sospechaba
(ver la Figura 15). La activacion de NFkB, JNK (cinasa JUN N-terminal) y p38 esta
ausente en células deficientes de MyD88, durante la respuesta a los TLRs probados excepto
en las que expresan TLR4 y TLR3. En ambos casos, esto es debido al uso de un adaptador
alternativo TRIF (dominio TIR conteniendo un adaptador de proteina). Los miembros de
IRAK son reclutados inmediatamente en la via de MyD88. Al parecer IRAK4 es la cinasa
mas préxima a MyD88, que en su turno recluta IRAKL. Una variante del empalme de
MyD88 conocido como MyD88s, se ha escrito previamente que previene el reclutamiento
de IRAK4 a MyD88 e inhibe la activacion de NF-xB. [55, 56] MyD88s carece de un
importante interdominio, ya que esta region en MyD88 es la que interactta con IRAK4. Por
tanto el MyD88s es un importante regulador negativo de la sefial de los TLRs, y es
inducido por LPS como parte de un mecanismo de retroalimentacidn negativa. Se observé
gue MyD88s no inhiben la activacién de JNK, esto indica que IRAK4 no es requerido para
esta sefial. [57] IRAK2 e IRAK4 siempre se han encontrado en el complejo MyD88 y por
ultimo IRAK-M que tiene un rol inhibitorio ya que previene la disociacion de IRAKL e
IRAK4 de MyD88. [50, 53, 54]
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Figura 15 Sefializacion de MyD88. [141]

Se piensa que un blanco de IRAK1 para estimular la produccion de TNF puede ser la
activacion de la proteina acopladora conocida como el factor 6 asociado al receptor para
TNF (TRAF6), que con el reclutamiento y la transformacion de TAK1, y TAKL1 unido a
TAB2 vy los factores de ubiquitinacion UEVIA y UBC13 enganchan la ultima cinasa para
por una parte producir p38 y JNK 'y por otra unirse a IKK conduciendo a la activacion de
NFkB. Més recientemente se ha demostrado que CD14 es requerido en la via dependiente
de MyD88 para sefialar NFkB. Esto sucede para los ligandos de TLR2-TLR6 y TLR4,
aunque cabe sefialar que la sefial con este ultimo ligando solo se inicia con un subtipo de
LPS conocido como liso. [37, 53, 59]
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Otros recientes estudios han demostrado que el MyD88 es requerido para la induccion de la

(@]

produccion de IFN-1 de tipo 1 por la estimulacion de los receptores TLR7, TLR8y TLR9y
que, ademas, es esencial para la activacion de IRF7 en las vias de esos TLRs que conducen
a la producciéon de IFNo. [58-60] También se ha detectado un complejo que abarca
MyD88, IRAK1, IRAK4, TRAF6 e IRF7, [61] donde IRF7 es fosforilado por IRAK1, lo
cual parece ser una funcion dominante para IRAK1 en el caso de la estimulacion de TLR7,
TLR8y TLR9. Para el caso de la estimulacion de TLR9 la activacion de IRF7 requiere una
interaccion estable entre MyD88 y el dominio TIR de TLR9. [60] MyD88 interactiia con
IRF5 e IRF1y es requerido para la activacion de ambos factores. El IRF5 fue identificado
como crucial en la induccién de la citocinas pro-inflamatorias e IFN tipo | después de la
estimulacion de los TLRs. [62] La asociacion de MyD88 con IRF1 es requerida para el
desplazamiento de IRF1 al nuicleo ya que ésta se requiere para inducir la transcripcién de
varios genes. IFNy se requiere para inducir IRF1. Otro acoplamiento intrigante es aquel que
se da entre MyD88 e IFNy con receptor I. MyD88 recluta MLK3 en esta via, que activa
p38. Lo cual sefiala un camino alternativo para MyD88 ya que en esta via no interactda con
el dominio TIR. [115]

6.4 Experimentos relacionados con MyD88

Los macrdéfagos de ratones con una deficiencia de MyD88 no producen citocinas
inflamatorias en respuesta a las estimulaciones por LPS, peptidoglicano, lipoproteinas,
ADN, CpG y ARN de doble cadena. Varios estudios han demostrado que MyD88 es
crucial para la produccion de citocinas inflamatorias inducidas por la estimulacion de los
TLR. Los ratones con deficiencia de MyD88 son sumamente susceptibles a la infeccion
por S. aureus mientras que los animales con deficiencia de TRAF-6 responden en forma
inadecuada a la IL-1 y al TLR-4. Los ratones con deficiencia de IRAK-1 responden
parcialmente a la IL-1 y LPS, mientras que los deficientes en IRAK-4 casi no tienen
reaccion inflamatoria en respuesta a la IL-1 y LPS. La evidencia en conjunto sugiere que la
IRAK-4 también es un componente esencial en la via de sefializacion de la IL-1 y del
TLR4. [3]
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Figura 16. Importancia MyD88, el cual resulta crucial para continuar con la via de
sefializacién de citocinas inflamatorias [144]

Los macrofagos deficientes de UBC13 tienen dificultades para en la sintesis de citocinas
inflamatorias después que han sido estimulados con diferentes ligandos de los TLR, lo cual
sugiere que este compuesto Ubcl3 es necesario para seguir la via dependiente de MyD88.
[27]

Los ratones deficientes de MyD88 han mostrado fallas para activar el NFkB y la cinasa
MAP, asi como para producir citocinas inflamatorias en respuesta a los ligandos especificos
de TLR2, 4,5, 7y 9. Los macréfagos MyD88™ siempre tienen fallas en la produccion de
citocinas inflamatorias en respuesta a LPS, pero éstas desaparecen al activar NFkB y la

cinasa MAP, ya que su cinética es muy atrasada. [27]

6.5 Via dependiente de MyD88
Las vias de sefializacién de MyD88, IRAK y TRAF6 se asocian con la activacion del

NF«B. El inhibidor de este factor de transcripcion (el 1xB) mantiene secuestrado al NFxB
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en el ciioplasma hasta su fosforilacion. Una vez que esto ocurre, el NFxB se separa del

complejo, queda activado y migra al nacleo. [38]

Después de varias investigaciones [45, 125] hace algunos afios se encontré que cuando la
IL-1 se une a su receptor IL-1R1 y forma un complejo con IL-1RACP, esto conlleva al
reclutamiento de la proteina acopladora MyD88 que se asocia con IL-1R1 por su dominio
TIR Carboxilo terminal. Una vez reclutado el complejo, el MyD88 activa el receptor de
interleucina asociada a cinasa 1-4 (IRAK1-4), lo cual conduce a la fosforilacion y
disociacion de MyD88, que se asocia a TRAF-6, principalmente por la activacion de MAP
cinasa, p38, ERK1/2 y JNK, todo lo cual termina en la fosforilacion de 1B que induce la

activacion del factor de transcripcion NFxB. [123]

Otros estudios han mostrado que la asociaciébn de MyD88 con los TLRs estimula el
reclutamiento de los miembros de la familia IRAK incluyendo 1, 2, 3, 4 y M. En particular
IRAK4 es indispensable para la activacion de la via dependiente de MyD88. Una vez
fosforilado, IRAKSs disocia MyD88 e interactia con TRAF6 y este con E3, formando un
complejo Ubcl3 e Uev1A que promueve la sintesis de la lisina, que en turno disocia TAK1,
a MAPKKK. TAKL1 en combinacién con TAB1, TAB2 y TAB3 activan 2 sefiales
involucradas al complejo IKK y a la familia de la cinasa MAP. IKK es necesaria para la
degradacion de IkB y la subsiguiente translocacion nuclear de NFxB que controla la

expresion de varios genes de citocinas inflamatorias. [27]
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Figura 17. Via dependiente e Independiente de MyD88. [145]

6.5 Via independiente de MyD88
El MyD88 es esencial para la produccion de citocinas inflamatorias en respuesta a una
variedad de componentes microbianos, pero algunos investigadores han descubierto que el
LPS puede inducir activacion del NFkB y de la JNK en macrdéfagos que no expresan
MyD88. [67] Esta observacion sugiere que aunque el MyD88 es importante en la
produccion de citocinas inducidas por LPS, existe otra via de sefializacion que no depende
de MyD88 y que seria de particular importancia en la sefializacion a partir del TLRA4.

Dicha via también podria activar la transcripcién de genes de IFN. [3]
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En la figura 18 se observa via independiente de MyD88 para activar NKkB esto sucede en

los TLR4 y dependera del tipo de LPS la via que siga para activar el factor de transcripcion
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Figura 18 Via independiente de MyD88 [141]

TRAM interactta con TRIF en el dominio TIR de ambos, esto sucede en la via de los TLR4
y al final hay una induccién de citocinas por LPS. TRAM es requerido para la induccion de
TNF, IL-6, CD86 y un rango de genes dependientes de la activacion de IRF3. En recientes
estudios se ha encontrado que la region N terminal de TRAM constituida por sitios
miristalticos es requerido para que TRAM se asocie a la membrana [63, 64].
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7. Factor de Transcripcion kB (NFkB)

7.1 Caracteristicas
Es un factor de transcripcion nuclear que regula la expresion de un gran nimero de genes
como aquellos que regulan la apoptosis, replicacién viral, tumorogenesis, inflamacion y
varios de enfermedades autoinmunes. Esta compuesto por 5 miembros homo vy
heterodimeros; NFxB1 (p50), NFkB2 (p52), RelA (p65), RelB, y c-Rel (Rel). Asimismo,
los 5 miembros de la familia NFkB comparten un dominio de 300 aminoacidos que es
conocido como el dominio homologo Rei que media sus uniones con el ADN, asi como, sus
dimerizaciones y translocaciones dentro del nucleo.[71-74] El heterodimero formado entre
RelA (p65) y p50 es la forma activa mas prevalente, sin embargo, la diversa regulacion de
los promotores dependientes de NFkB se debe a la habilidad de diferentes dimeros de unirse
a los mismos o distintos sitios de NFxB en una manera que es célula especifica y estimulo-
dependiente. [75, 76]

La activacion de NFkB responde a estimulos tales como citocinas, linfocinas, UV, agentes
farmacologicos, endotoxinas y otras moléculas de microorganismos y estrés. El estudio de
su activacion es muy importante hoy en dia ya que se ha encontrado que tiene una
participacion importante en diversas enfermedades como: artritis, asma, inflamacion

cronica, cancer y ciertos desordenes neurodegenerativos. [73]

7.2 Via de sefializacion

El NF«xB es un sistema normativo de mas de mil afios de antigliedad, tiene una rapida accion
en células inmunes de mamiferos como respuesta a una infeccion, inflamacién y una serie
de otras situacion de estres, tales como las radiaciones ionizantes, También se activa por
citocinas inflamatorias, como TNFa y la IL-1 que son liberados por las células cercanas, en
respuesta a la infeccion.[66] EI NFkB existe en el citoplasma de casi todas las células de los
mamiferos en una forma inactiva debido a la asociacion con las proteinas inhibitorias 1kxB.
[66. 78. 79]

59



FACTOR NFkB

Estudios bioquimicos en células de mamiferos y estudios genéticos en moscas han
proporcionado importantes conocimientos sobre el funcionamiento de la sefializacion de
NFkB. Las dos subunidades heterodiméricas de NFkB comparten una region de homologia
N-terminal, que es necesario para su dimerizacion y unién con el DNA. [67] En las células
en reposo, NFkB es secuestrado en un estado inactivo en el citosol directamente vinculado
para un inhibidor llamas I-xB. Una sola molécula de 1-xB que se una a los dominios N-
terminales de cada subunidad p50/p65 encubre las sefiales nucleares de localizacion. El
punto de convergencia de todas las sefiales extracelulares que activan NFkB es un complejo
proteina llamada Cinasa IxB. [68, 70] Después de la estimulacion, los dimeros del NF«B se
activan a través de IKK (Cinasa I-kB) que fosforila las dos regiones N-terminal con
residuos de serina de I-xB, entonces E3 (ligando) se une a estos residuos fosfoserina y
poliubiquitina® provocando su degradacién inmediata por las enzimas de un proteosoma
26S. [74, 77]

El mecanismo por el cual las citoquinas producen activacion del complejo IKK no esta
todavia definido. Por lo menos dos hipdtesis han sido propuestas al respecto: la primera
propone que la activacion de la familia de la cinasa, MAP cinasa cinasa cinasa (MAPKKK)
estimula la actividad de la IKK y la segunda, que la union de la IKK a los receptores
ubicados en la membrana celular resulta en su auto fosforilacion y posterior activacion.
Aunque la activacion de la IKK es un evento clave en la via del NF-kB, la ubiquitinacién® y
la posterior degradacion de los maltiples factores que regulan el complejo 1Kk son también
mecanismos cruciales para la regulacion de la via del NF«xB. [78-82] En células mutantes
que expresan IkB pero que se les ha cambiado el residuo de serina por alanina se ha
observado que el NFxB estd permanentemente reprimido, lo que demuestra que la

fosforilacion de 1-xB es esencial para activar la via. [69]

! ubiquitina: Proteina pequefia y altamente conservada, presente en todas las células eucariotas que se unen
covalentemente a las lisisnas de otras proteinas. La union de una cadeda de ubiquitinas marca a la proteina
para ser degradada por proteolisis intracelular en un proteosoma.*’
2 ubiquitinacidn: proceso de marcaje de una molécula con ubiquitina.**’
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La degradacion de 1kB expone una sefial de localizacion nuclear en el NFkB, el cual puede
entonces ser transportado dentro del nucleo donde estimula la transcripcion de genes
especificos. Mas de 150 genes regulados por NFxB han sido descritos, incluyendo aquellos
envueltos en inmunidad e inflamacién, antiapoptosis®, proliferacion celular y la
retroalimentacion negativa de la sefial del NFxB. [77] A pesar de su activacion por
proteolisis, la sefializacion del NFxB se apaga por un circuito de retroalimentacion
negativa, ya que uno de los genes cuya transcricién es inducida por NFkB inmediatamente
codifica I-xB. EI aumento de los niveles de I-xB obliga a NFkB en el niucleo a volver al
citosol. [69] La degradacion de IkB expone una sefial de localizacion nuclear en el NFxB,
el cual puede entonces ser transportado dentro del nucleo donde estimula la transcripcién

de genes especificos. [80, 81]

TABLA 6 Genes inducidos por NF«B [87]

Algunos genes cuya expresion es inducida por NFkB

e Genes que codifican citocinas

TNF-q, IL-1, IL-6, IL-3, IL-12, INF-y, GM-CSF

e Genes que codifican moléculas de adhesién

E-selectin, VCAM-1, ICAM-1

e Genes que codifican quimiocinas

IL-8, MIP-1a, MCP-1, RANTES, eotaxina

e Genes que codifican receptores

MHC

e Genes que codifican enzimas inducibles

COX-2,iNOS

e Genes que codifican moléculas que intervienen en la
proliferacion celular, apoptosis y el ciclo celular.

c-IAP, TRAF-1, TRAF-2, Bcl-2, AF-1/BF-1, Fas, c-myc, cyclin

NFkB promueven la expresion de los receptores de las proteinas que permiten a los
neutrofilos la migracion de la sangre en tejidos. Ademas NFxB estimula la expresion de

INOS, que induce la isoforma de la enzima que produce oxido nitrico, que es toxico para

¥ antiapoptosis: opuesto a la muerte programada.**®
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las células bacterianas, y de varias proteinas anti-apoptoticas que previenen la muerte
celular. Asi un simple factor de transcripcion coordina y activa la defensa del cuerpo
directa por la respuesta a los agentes patdgenos y al estrés, o indirectamente respondiendo a

las moléculas de sefializacion liberadas de otras células y tejidos infectados o heridos. [70]

Ademas de su papel en la inflamacién y en la inmunidad, NFkB desempefia un papel
fundamental en el desarrollo de los mamiferos. Por ejemplo, los embriones de ratdén que no
pueden expresar una de las subunidades de la Cinasa I-x<B mueren a mediados de la
gestacion por la degeneracion del higado causada por la excesiva apoptosis de las células
gue normalmente sobreviven, aqui el NFxB es esencial para el desarrollo normal de este
tejido. [60]

7.3 Enfermedades relacionadas

Estudios sobre la funcién del NF«B en el desarrollo sobre diversas enfermedades han
llevado a los investigadores a estudiar mas alla, hallando una serie de enfermedades de

gran importancia relacionadas con defectos o excesos en la produccion de este factor. [98]

Investigaciones recientes han llegado a la conclusion de que el NFkB es un factor
fundamental en la relacion entre inflamacion crénica y desarrollo de cancer, proceso que
ocurre en por lo menos 15% de todos los tipos de cancer. Debido a que el NFkB es muy
activo tanto en inflamacién como en algunos canceres se sospechaba de su posible
participacion como mediador en la conexion entre inflamacion crénica y desarrollo de
cancer. [98, 99]
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TABLA 7. Enfermedades relacionadas con NF-«xB [87]

Algunas enfermedades inflamatorias cronicas asociadas con
la activacion de NF-kB.

e Enfermedades inflamatorias:

Aurtritis reumatoide

Ateroesclerosis

Asma

Esclerosis multiple

Polirradiculoneuritis desmielinizante inflamatoria crénica
Enfermedad inflamatoria intestinal

Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
e Enfermedades infecciosas

SIDA

Gastritis asociada a helicobacter pilori

e Enfermedades endocrinas:

Diabetes Mellitas tipo 2

Sindrome del eutiroideo enfermo

e Cancer

e Otras

Enfermedad de Alzheimer

Caquexia

En estudios realizados en un modelo experimental de raton que desarrolla colitis ulcerativa
asociada a cancer colon-rectal se encontré que el silenciamiento de IKKR en células
mieloides, precursoras de macréfagos, disminuy6 tanto la incidencia de tumores en cerca
del 50% como el tamafio de ellos; por otro lado, el silenciamiento de IKKB en células
epiteliales intestinales redujo la incidencia de tumores en un 80% sin afectar el tamafio de
los mismos ni la inflamacion intestinal, que incluso fue mas acentuada en los animales
experimentales que en los controles. Asi, el hecho de que la inhibicion especifica de IKKR,
enzima importante en la activacion de NFkB, en mielocitos precursores de celulas
inflamatorias disminuye la formacion de tumores, demuestra el rol clave de NFkB como

mediador de los cambios celulares que se dan en la inflamacion creando el escenario
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adecuado para un crecimiento incontrolado de las células cancerosas y el desarrollo de
metastasis.* De esta manera se demuestra que NF«B contribuye a la formacién de tumores

al proveer sefiales de vigilancia anti-apoptética en células epiteliales. [83-85]

Las proteinas p50 y p65 de la familia de NFxB son abundantes en las células que se
encuentran en el liquido sinovial® de pacientes con artritis reumatoide (AR) y osteoartritis
(OA) respectivamente, sin embargo la activacion de NF-xB es mucho mayor en la AR que
en la OA. [90] En los tejidos sinoviales de las personas con AR y con espondiloartropatias
seronegativas (EASN), el nimero de células que expresan NF-kBI en las zonas de unién
del cartilago con el pannus® es mucho mayor que en las otras zonas; hallazgo similar fue
observado en el nimero de células que expresan RelA en el liquido sinovial de de los
pacientes con artritis reumatoide y no en el liquido sinovial de los pacientes con
espondiloartropatias seronegativas. EI pannus de la articulacion lo forma la vascularizacién
superficial periférica con infiltracion hacia el tejido. En el tejido sinovial de las OA, el
numero de células NFxBI + y RelA+ es similar a lo observado en las zonas diferentes a las
de la unién del cartilago y el pannus en tejidos de AR y EASN.®" En pacientes con AR y
OA, la presencia de IKK detectada por métodos inmunoquimicos, es abundante en los
sinoviocitos tipo fibroblastos, estando tanto el mMRNA de IKK1 como el de IKK2
expresados constitutivamente. Después de la estimulacion de estas células con TNF-a e IL-
1, la activacion de IKK2 es un evento clave en la via del NFkB para la expresion de las

citoquinas IL-6, IL-8, asi como de la molécula de adhesion ICAM-1 vy la colagenasa. [86]

Los experimentos realizados sobre modelos animales de artritis inflamatoria también
respaldan el concepto que NFxB tiene una participacion muy activa en el proceso

inflamatorio del animal vivo. La activacion de NFxB previa al inicio de las manifestaciones

* metéstasis: Proceso que involucra la localizacién, progresion y asentamiento de células malignas en otros
tejidos distintos al que ocupa la lesién primaria.**

> sinovial: Liquido que normalmente se encuentra en el interior de las articulaciones, en pequefia cantidad, y
que acttia como lubricante. Lo segrega la membrana sinovial, también presente en la articulacion.**

¢ pannus: Vascularizacion superficial periférica de la cornea con infiltracién de tejido de granulacion. **°
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clinicas y de la expresion de metaloproteinasas, ha sido encontrada tanto en los modelos del
raton con artritis inducida por colageno tipo Il y de la rata con artritis inducida por
adyuvante. Asimismo, inyeccion intra-articular del gen de la IKK2 desencadend artritis en
ratas, confirmando de esta manera que la activacion de la IKK es un evento crucial para el

inicio de la sinovitis. [88, 89]

Estudios en condrocitos de personas con OA y con condrosarcoma, estimulados con TNF-a
o IL-1 han demostrado que NF«kB, asi como las cinasas MAP, median la expresion de la
metaloproteinasa MMP13. Estos estudios fueron realizados en pacientes con artritis usando
diferentes inhibidores de las vias de NF-kxB y MAPK sugiriendo que la inhibicion de las
sefiales de transduccion de TNF-a y IL-1 por estos agentes puede ser util para reducir la

degradacion del cartilago causada por metaloproteinasas. [91, 92]

Por otro lado, varias investigaciones han encontrado que las sefiales mecanicas también
usan la via del NFkB como una via central para la regulacion transcripcional de los genes
pro-inflamatorios que controlan los procesos catabodlicos desencadenados por estas sefiales
en los condrocitos. Asi, fuerzas mecanicas de menor magnitud previenen la translocacion
nuclear del NFkB, resultando en la inhibicion de la expresion de estos genes, mientras que
fuerzas mecanicas de mayor magnitud inducen esta traslocacién y de esta manera la

expresion de genes pro-inflamatorios. [93, 94, 95]

7.3.1 Tratamiento
En los dltimos afios se ha reportado el uso de un nimero cada vez mas creciente de
bloqueadores no especificos de la via del NFxB, incluyendo varias drogas anti-
inflamatorias. Los glucocorticoides inhiben esta via por diferentes mecanismos propuestos:
induciendo la expresién de 1kB lo que incrementa la retencion citoplasmatica de NFkB,
inhibiendo la unién del NFkB al DNA en los diferentes promotores de los genes blanco y

por interacciones proteina-proteina directas en ciertos tipos de células entre el receptor de
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glucocorticoides activado y el factor de transcripcion nuclear NFxB. Algunos agentes anti-
inflamatorios no esteroideos (AINES), tales como los salicilatos y el sulindac, inhiben la
actividad de la IKK, previniendo la fosforilacion del 1xB y por lo tanto, la activacion de la
via del N F-xB. La sulfazalazina también suprime la fosforilacion de la kB, probablemente
debido a la accion de uno de sus metabolitos, el acido S-amino salicilico. Los agentes
inmunosupresivos ciclosporina A y tacrolimus (FK506) inhiben la via del NFxB por
diferentes mecanismos: ciclosporina A disminuye la actividad proteolitica del proteosoma,
previniendo la degradacién de la 1kBa y el tacrolimus bloquea la traslocacion del c-Rel del
citoplasma al ndcleo. [94, 95] Otros agentes han sido también descritos como inhibidores
de la via del NFkB, tales como la vitamina E, la curcumina, la talidomida, la leflunomida,
el dicarbonato de pirrolidina, la glucosamina, etc. [94-96] Todas estas sustancias reducen la
produccion de citocinas pro-inflamatorias y disminuyen los sintomas de las enfermedades

degenerativas. [95

Nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a la inhibicion especifica de elementos claves en
la activacion de la via del NF-kB se vienen desarrollando en los ultimos afios, despertando
grandes expectativas por conocer los resultados en el, tratamiento de las artritis. [97-101]
Asi, la IKK2 resulta ser un blanco muy atractivo para intervenciones terapéuticas en AR y
OA por la importancia preponderante que tiene en la activacion de la via del NFxB,
regulando la produccién de citocinas proinflamatorias en muchos tipos celulares,
incluyendo sinoviocitos y condrocitos. El uso de una terapia genética intra-articular que
libera una forma negativa dominante del gen de la IKK2 por medio de un vector adenoviral
inyectado localmente, en las rodillas de ratas con artritis inducida por adyuvante, provoca la
inhibicién de la translocacion de NF-kB, aboliendo la expresion de IL6, IL-8 y ICAM-1,
asi como de la colagenasa inducida por citocinas inflamatorias. [97] Recientemente, nuevos
estudios usando moléculas inhibidoras pequefias han reforzado aun mucho mas el rol de
IKK2. Una de estas moléculas, el sc514 inhibe la degradacion de la 1B y la consecuente

activacion de NFxB inducida por IL-1, en cultivo de sinoviocitos. Otro inhibidor de la IKK,
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el BMS-345541, ha demostrado eficacia en términos de parametros clinicos e histolégicos,
en ratones con artritis inducida por colageno tipo Il. [97, 102]

Asi, el NFxB aparece como un blanco muy atractivo en el tratamiento de las artritis,
incluyendo OA, sin embargo, algunas inquietudes persisten acerca de los probables efectos
deletéreos debido a su inhibicion sistemica y de la factibilidad de su inhibicién local a
través de procedimientos de terapia genética. Futuros estudios en vivo indudablemente
podran proporcionar mayor conocimiento acerca de la importancia de la inhibicion del
NF«kB en el tratamiento de las artritis como una terapia efectiva en la practica médica. [101.
102]
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8. ENFERMEDADES RELACIONADAS CON MyD88

En capitulos anteriores se ha revisado la importancia que tiene el sistema inmune para
combatir mediante células especializadas cualquier sustancia extrafia que penetre el cuerpo.
Entre estas células estan los macréfagos y las células dendriticas que inician la reaccion
inflamatoria como parte de un mecanismo de defensa eliminando asi los antigenos
extrafios. Sin embargo en algunos casos estas células se han visto involucradas en
mecanismos de lesion debido a que los macrdéfagos producen una excesiva cantidad de
citocinas inflamatorias como la IL-1 y el TNFa, a través de la estimulacion de receptores y
de sus vias de sefializacion, en las cuales participan proteinas acopladoras como el MyD88.
Cuando la estimulacién de estas sefiales se prolonga, el exceso de citocinas pro-
inflamatorias puede provocar enfermedades degenerativas. [84]

Tomando en cuenta lo anterior, los investigadores han mostrado interés por controlar y
modular a través varios farmacos (anti-inflamatorios entre otros) la produccion de citocinas,
manipular las vias de sefializacion que inducen su sintesis o bloquear sus receptores de

membrana. [119]

El estudio de las citocinas, asi como de todos los factores que influyen en su liberacion,
como la proteina acopladora MyD88, es de gran ayuda para buscar sustancias naturales o
farmacos que mejoren la condicion de pacientes con enfermedades cronicas degenerativas.
En lineas generales, se puede adelantar que el bloqueo o la falta de MyD88 reducen la
respuesta inflamatoria al inhibir la transduccion de sefiales de las citocinas inflamatorias.
[121]

8.1 Autoinmunidad
La respuesta del sistema inmune inicia la destruccién y eliminacion de los organismos
invasores y de las moléculas tdxicas producidas por ellos. Estas reacciones inmunitarias son
destructivas por lo cual es importante que s6lo se produzcan contra moléculas extrafias y no

contra las del hospedero. En ocasiones el sistema inmune no distingue lo propio y lo
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Ul

extrafio de manera adecuada y destruye las células del huésped, originandose asi las

i

enfermedades autoinmunes®. [121]

8.2 Artritis Reumatoide (AR)
La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune, caracterizada por reacciones
inflamatorias sistémicas que afectan primariamente la membrana sinovial y conducen a la
destruccién de las articulaciones con degeneracion del cartilago y erosion del hueso yuxta-
articular, como una consecuencia de la cronicidad del proceso inflamatorio. [40]

Pestruction
O R Aproximadamente 2.1 millones  de
Bone -
= il norteamericanos sufren AR, de los cuales 1.5
: unl capsule -r— . .
2 ‘? S millones son mujeres. La AR es un desorden
IniMamed
& ynoviim- inflamatorio crénico carac-terizado por una
| Jointpain  Synovial deformacion progresiva de las principales
/M| oecurning in Muid
| various joints v articulaciones.  El diagnostico se basa en
¢ nlarged view of a joint
Figura 19 Artritis Reumatoide [146] criterios clinicos y de laboratorio. [41]

Esta enfermedad ocurre mas frecuentemente entre los 30 a 40 afios y se extiende hasta los
70. Su aparicion se ha relacionado con varios factores: 1) susceptibilidad genética, ya que
los estudios han demostrado la asociacion de la AR con la expresion de algunas moléculas
del MHC de clase 11, 2) la influencia del medio ambiente, porque se ha comprobado que los
fumadores tienen un mayor riesgo de AR, particularmente en hombres y no en mujeres,
debido a la diferencia de hormonas y 3) los efectos de la edad en los cambios somaticos de

los sistemas inmune y musculoesquelético. [41]

'autoinmunidad: estado inmunitario que se caracteriza por la pérdida de la tolerancia a lo propio.**
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8.2.1 Patofisiologia
Bajo circunstancias normales el cuerpo puede distinguir entre sustancias propias y no
propias o extrafias para el cuerpo. Durante su etapa de maduracién, las células inmunes (los
linfocitos B y T) pueden reaccionar con antigenos propios que se encuentran en el timo o en
medula Osea. Pero estas células inmaduras usualmente son eliminadas o inactivadas,
aunque algunas pueden escapar y activarse varios afios después iniciando una respuesta
autoinmune. [100, 101]

Para los linfocitos maduros que han abandonado el timo, las interacciones célula-célula
para el reconocimiento del antigeno comienzan con la célula presentadora de antigeno,
cuya la molécula MHC tipo Il reacciona con la molécula CD4 que se expresa en la
superficie de la membrana del linfocito. La unién de estas dos células (una que presenta y
otra que reconoce) resulta en la diferenciacion de células T y en la activacion de
macrofagos que secretan moléculas citotoxicas y citocinas. Las moléculas citotoxicas
pueden destruir directamente a las células del tejido, mientras que las citocinas son
polipéptidos que sirven como mediadores importantes en la inflamacion que rodea el tejido
dafado. Las citocinas pro-inflamatorias como IL-1 y TNFa estimulan fibroblastos en la
articulacion del cartilago que secreta una enzima que lleva a la destruccion del tejido, por la

degradacion de proteoglicanos y colageno. [103, 104]

En algunos pacientes el proceso es regulado por un balance en las citocinas anti-
inflamatorias con citocinas IL-1Ra, I1L-10, IL-4 e IL-11. [6]

A través de varios estudios se ha descubierto que las interleucinas inflamatorias como el
TNFa y la IL-1 estan directamente involucradas en la patogénesis de esta enfermedad. [39]
Se ha demostrado que NFxB y JAK-STAT-3, son los principales factores de transcripcién
que se activan al final de vias de las sefiales intracelulares involucradas en la expresion de

genes asociados con la inflamacion y la destruccion tisular. [6]
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Figura 20. Vias de transduccién de sefiales que activan a la IL-1 y el TNF [147]

En la figura 20 se muestran las vias de transduccion de sefiales del NFkB y MAPK las
cuales son las principales activadas por citocinas proinflamatorias tales como factor de
necrosis tumoral (TNF) e interleucina 1 (IL-1). La accidn de moléculas antagonistas de los
receptores para TNFa e IL-1 impiden la union de estas citocinas a sus receptores y como
consecuencia inhiben la induccion de las cascadas de transduccion de sefiales y
subsiguiente activacion de los factores de transcripcion AP-1y NFxB. La actividad de las
distintas quinasas y de los factores de transcripcién constituye blancos terapéuticos que
estan siendo estudiados. Se puede concluir que el NF«kB participa primero en la induccion
de la inflamacion, cuando las células son dafiadas y los TLR de los macrofagos son
estimulados por endotoxinas y en ese momento el factor nuclear transcribe la informacion

para la sintesis de citocinas inflamatorias. Pero posteriormente, cuando las citocinas
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inflamatorias son secretadas y se unen a sus receptores de membrana en las células del
higado o de los vasos, entonces nuevamente el NF-xB y la proteina acopladora MyD88 son

necesarios para que se exprese el efecto pro-inflamatorio de las citocinas. [59]

8.2.2 Tratamiento
En las enfermedades cronicas como la AR, su tratamiento incluye el uso de diferentes
farmacos por periodos de tiempo prolongados, tratando de alcanzar los objetivos de
disminuir la inflamacién articular y aliviar el dolor, retrasar o evitar la destruccion
estructural y sus secuelas, preservar la funcion articular y muscular, y garantizar en lo
posible la calidad de vida.'®* ** Involucra la combinacién o intervenciones incluyendo
reposo, ejercicio, soporte emocional, terapia ocupacional y medicamento. El tratamiento es
especializado para cada paciente y dependera de factores como edad, grado de actividad,
ocupacion, género, responsabilidades familiares, costo del medicamento y resultados de

terapias previas (ver esquema 1). [41]

Farmacos
experimentales o que
provienen de otros agentes

citotoxicos

Penicilamina, Metrotexate, Azatipina

Hidroxicloquina

Educacidn, reposo, ejercicio
Salicilatos y otros AINEs

Esquema 1 Pirdmide para tratamiento de AR. [41]

Entres los medicamentos utilizados para esta enfermedad se encuentran:
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v" AINES: como Ibuprofeno, Naproxeno o Proxicam se utilizan por ser muy efectivos

y tener poca toxicidad

v"Anti-inflamatorios no esteroidales: como la Indometacina

v’ Corticosteorides: los cuales son los anti-inflamatorios esteroidales mas potentes

como la ACTH (hormona adrenocorticotropica)

v Agentes alquilantes citotoxicos

7.3 Esclerosis Multiple (EM)
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Figura 21. Anatomia de los sistemas
nervioso central y periférico, en donde
se instalan las lesiones de la Esclerosis
Multiple [148]

Es una condicién progresiva inflamatoria que
afecta al sistema nervioso central (SNC),
causando  una  disfuncion  neuroldgica
progresiva. Como en otras enfermedades
autoinmunes, es una combinacion de factores
genéticos y respuestas autoinmunes. Se ha
sugerido que virus como el de Epstein-Barr y
el del herpes tipo 6 son los responsables de
iniciar la reaccién via migracion molecular.
Posteriormente, los linfocitos T citotoxicos
destruyen la mielina de la médula. En esta
enfermedad la interaccion de mielina con
células T y macréfagos es caracterizada por la

formacion de lesiones como placas. [108]

Se ha propuesto que los linfocitos Ty secretan IFNy durante la fase inicial de la infeccion

viral, cruzando la barrera hematoencefalica. Factores maltiples influyen en la formacion de

las placas de mielina destruida, incluyendo la reaccién de las células T con epitopes de

mielina, y reacciones inflamatorias mediadas por citocinas pro-inflamatorias (IL-1, TNFa e

IFNy). La inflamacion también puede estar mediada por la activacion de la cascada de
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complemento por anticuerpos anti-mielina que han reconocido sus autoantigenos
especificos y una baja regulacion de moléculas de adhesion e incremento en la produccion
de proteasa. Todo esto resulta en un dafio al tejido nervioso incluyendo la desmielinizacion
y la formacidn de placas en el cerebro y en la espina dorsal, llevando a la interrupcion de
impulsos nerviosos. Las células en el plasma y los fluidos en la espina secretan IgG
especifico para unirse a la proteina basica de mielina (MBP) o glicoproteina de mielina. En
la practica clinica se puede dividir a la EM en 3 tipos; 1) reminiscente o dependiente de la
memoria inmunoldgica, 2) progresiva primeria 'y 3) progresiva secundaria. [109]

8.3.1 Patofisiologia

La incidencia de esta enfermedad es de los 20-50 afios con aproximadamente dos veces mas
mujeres afectadas que hombres. Hay un incremento de riesgo en personas del norte de
Europa y su descendencia. Los sintomas son variables e incluyen la pérdida sensorial,
debilidad en los miembros, desmayos, espasmos, temblor, fatiga, vértigo, deterioro
cognitivo y pérdida de memoria. El tratamiento con esteroides puede ayudar a disminuir la
reaccion inmune. Recientemente las inyecciones con INFp y proteinas sintéticas similares

a proteina mieloide son utilizadas en algunos pacientes. [108, 109]

8.3.2 Tratamiento

En esta enfermedad los gluococorticoides son ampliamente utilizados como medida
terapéutica para reducir las reacciones inflamatorias agudas en la médula y el cerebro
[105,106] cuyas lesiones provocan la aparicion de los sintomas caracteristicos de la
progresion de la enfermedad. [107-110] A nivel molecular los glucocorticoides activan al
receptor de glucocorticoides. La activacion de este receptor lo transloca al nacleo en el cual
se expresa su actividad anti-inflamatoria, principalmente mediante el bloqueo de factores de

transcripcion proinflamatorios como NF«kB. [111-113]
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9. FARMACOS

La adecuada y suficiente sefializacion que sigue a continuacién de la estimulacién de los
receptores TLR/IL-1R es esencial para el inicio de las reacciones inflamatorias, la remocién
microbiana y la reparacion del tejido dafiado. Sin embargo la hiperactivacion de la
sefializacion TLR/IL-1R puede causar shock séptico y alteraciones autoimnunes, asi como
una respuesta inmune ineficaz o inadecuada que podria favorecer la aparicion de
enfermedades como el cancer, las alergias y varias enfermedades autoinmunes. Es por ello
que en la actualidad algunos investigadores se han interesado en preparar medicamentos
cuyo mecanismo de accién evita la activacion exagerada de las vias de sefializacion de los
receptores IL-1R y TLR. [121]

Este capitulo farmacoldgico de los blogueadores de las vias de sefializacion de los
receptores TLR/IL-1R en las cuales participan las proteinas sobre las que se ha enfocado
este trabajo de revision (MyD88 y NF«kB) apenas comienza a ser explorado de modo que
no existe literatura abundante al respecto. Sin embargo, he considerado conveniente revisar
brevemente la terapia anti-inflamatoria convencional, enfatizando en lo posible los riesgos
de toxicidad que tienen y que, por supuesto, también van a presentar los bloqueadores de
las proteinas acopladoras MyD88 y del factor de transcripcion nuclear NFxB.A
continuacién se mencionan algunos de los medicamentos que ayudan a controlar los
sintomas de algunas enfermedades autoinmunes caracterizadas por procesos inflamatorios
cronicos. De igual forma se hace referencia a varios compuestos cuyo potencial

terapéutico actualmente se encuentra bajo investigacion. [21, 122]

9.1 Anti-inflamatorios no esteroidales (AINES)
Este tipo de medicamentos difieren en su estructura pero en general tienen propiedades
farmacoldgicas similares (ej. antipiréticos’, analgésicos, anti-inflamatorios, inhiben la
sintesis de prostaglandina), los mismos mecanismos de accién (inhibicion de la COX), un
efecto dafino atribuido a la inhibicién de COX (ej. Intolerancia, nefrotoxicidad, y riesgo de

! antipiréticos: Sustancia con capacidad de bajar la fiebre; secundariamente.'*
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sangrado) y varias propiedades farmacocinéticas compartidas (ej, una alta cantidad de

proteina metabolizada por inactivar metabolitos que se excretan renalmente).

0 La aspirina que es un AINES de la familia de los salicilatos
suprimen la fiebre antagonizando el efecto de la IL-1, pero el
mecanismo es indirecto. En realidad, la sintesis de la
prostaglandina en el cerebro en respuesta a la IL-1 es responsable
de la fiebre®. La aspirina, como los otros AINES inhiben la

B . ’ - - 5 - . ’
Figura 22 Aspirirna sintesis de la prostaglandina®, suprimiendo asi la respuesta

[149] hipertérmica.

Los estudios de Couchman y Sheppeard [126] revelaron que la IL-1 reduce la degeneracion
del cartilago y no es afectada por los inhibidores de la ciclooxigenasa, pero hallaron que el
numero de AINES mostraron una propiedad en comun pro suprimir la produccién de
catabolina en tejidos sinoviales. Los resultados encontrados fueron inconsistentes con los
de otros grupos, [127] farmacos como la aspirina y clozic fallaron en inhibir a la IL-1, esto
se atribuyo a diferencias en la preparacion del compuesto y al ensayo. Probablemente por
el uso de dosis y disefios experimentales diferentes en la literatura existen resultados
contradictorios cuando se estudia el efecto de los AINES sobre la produccion de la IL-1.
[126, 127]

9.1.1 Indometacina
CH COOH
HzG La Indometacina reduce la produccion de plasmindgeno
“Hs  activador [128] y cambia la sintesis de DNA[129] en células
activadas por IL-1. En ambos estudios la PGE, exdgena
nulifica la inhibicion por indometacina. Brandwein [130]

encontrd que ésta causaba una pequefia estimulacion en la

i3

Figura 23 Indometacina [149]
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produccion de IL-1 en macréfagos peritoneales de ratdn, la cual probablemente depende de

que la PGE,, el AMP y los agentes gque elevan el cAMP suprimen la sintesis de IL-1. La
IL-1 y la PGE, fueron secretadas en respuesta a LPS y la concentracién de prostanoide?
generado fue suficiente para causar la inhibicion de la IL-1. Consistentemente con este
pequefio aumento en la produccion de la IL-1 se observo que la sintesis de PGE fue
inhibida pro la indometacina. Kunkel [131] reportd que la estimulacion con LPS induce la
sintesis de IL-1 por indometacina, piroxicam e ibuprofeno, pero otros [132, 133] fallaron en
observar que los AINES aumentan la sintesis de IL-1. [132]

9.2 Inhibitorios de COX-2

Es importante aclarar que la COX tiene dos isoformas (COX-
1, COX-2), mediadores inflamatorios como las citocinas, las
cuales regulan la expresion de COX-2. Por tanto se espera

que farmacos selectivos para inhibir COX-2 sean buenos

anti-inflamatorios con minimos efectos adversos en la

Figura 24 Celocoxib [149]

mucosa gastrointestinal. [41]

Algunos ejemplos de inhibidores de COX-2 son el Celocoxib, Rofecoxib y Valdecoxib.
FDA investigo la seguridad de los dos primeros en cuanto a los efectos adversos. En el
caso del Celocoxib se compar6 su toxicidad con la del Ibuprofeno y se encontré que el
primero tiene una mayor incidencia en la aparicion de ulceras. En el caso del Rofecoxib se
utilizo el Naproxeno como comparativo y se demostrd que es menos dafiino para la mucosa

gastrointestinal que el naproxeno. [41]

2 prostanoide:
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9.3 Farmacos Antirreumaticos tradicionales para la enfermedad modificada
(DMARD)
Las terapias con DMARDSs son muy efectivas pero
no dejan de tener toxicidad. Tienen un efecto

~% /% potente en la reduccién de la inflamacion y

Nowd N reducen o previenen el dafio del tejido,

manteniendo la funcién y la integridad. Algunos

de estos farmacos son Sulfasalazina, MTX,
Figura 25 Sulfasalazina [149] . . . . . .

leflunomida, ciclosporina e Hidroxicloroquina.

[41]

9.4 Corticosteroides
Al revisar las propiedades anti-inflamatorias e inmunosupresivas de los corticosteroides,
Fauci [134] comenta que en la literatura se pueden encontrar resultados en apoyo de que
practicamente todas las células involucradas en la reactividad inflamatoria e inmunoldgica
pueden ser modulados en gran o en corta medida por los glucocorticosteroides,
principalmente porque afectan la sintesis y la respuesta de IL-1. En realidad, el mismo
efecto lo tiene cualquier farmaco que afecte la produccién de la IL-1, como sucede por
ejemplo con el Dexametroxano, que previene la induccion de la sintesis del mMRNA de la

IL-1. Este farmaco tiene un efecto directo en la transcripcion de IL-1. [135]

El mutuo antagonismo entre la IL-1 y los glucocorticoides puede ser demostrado in vivo.
Por ejemplo el Dexametroxano administrado con LPS reduce los niveles de IL-1 en suero®.
En animales con degeneracion crdnica en tejidos, los corticosteroides decrece la excesiva
produccion de IL-1. Johnson et al [135] encontré que la prednisolona reduce la sintesis de
IL-1 en macrofagos de pulmon de ratas con artritis. Connolly et al [136] encontrd en ratas
con artritis provocada mediante la inyeccion de adyuvantes, que el Dexametroxano
disminuye la fase aguda reactiva, causando la supresion de IL-1 contribuyendo a la

actividad anti-inflamatoria de los esteroides. [136]

78



FARMACOS

Diversos estudios sugieren que los efectos opuestos de la IL-1 y los glucocorticoides
funcionan como un mecanismo de retroalimentacion negativa neuroinmunoendocrina. [67,
68] La IL-1 y la IL-6 inducen la secrecién de ACTH y otras hormonas [71-72] de la

glandula pituitaria.

Las dosis administradas de este glucocorticoide por lo general son muy bajas o pueden ser
igualmente administradas por inyecciones locales que son muy efectivas en sintomas de RA
activa. Sin embargo su uso ocasiona distintos dafios como osteoporosis, diabetes,
formacion de cataratas, supresion adrenal, hipertension, asi como un incremento en el

riesgo de infecciones por oportunistas. [138]

9.5 Agentes alquilantes citotoxicos
Ciclofosfamida y Clorambucil son efectivos en el tratamiento de casos progresivos y

severos de AR, pero son riesgosos por ser potentes citotdxicos. [40]

9.6 Otras Terapias
Talidomida es un inhibidor de TNFa que es efectivo en el tratamiento de AR, pero tiene
diversos efectos adversos como teratogenesis® y neuropatia periférica. Si se opta por esta
opcidn, el tratamiento debe ser monitoreado y correctamente guiado. La talidomida solo se
usa en casos graves de AR. [100, 121]

La ciclosporina es una opcion efectiva, en combinacién con el metotrexate, sin embargo
esta terapia es complicada por causar serios efectos (particularmente su toxicidad a nivel
renal e hipertension) y su costo elevado. La interaccion de los farmacos se tiene que
monitorear para conocer el nivel de farmaco. Esta terapia se utiliza en pacientes con AR

muy grave. [40]

® Teratogenesis: Que genera malformaciones en la formacion del feto.**
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En los ultimos afios se ha utilizado el antagonista del receptor de la Interleucina 1 (IL-Ra)
para tratar enfermedades inflamatorias crénicas como la artritis reumatoide. El tratamiento
consiste en aplicar inyecciones de la forma sintética de este antagonista, ya que se ha
observado que los pacientes sometidos a este tratamiento muestran disminucion en la
actividad de la IL-1 y reducen la destruccion de los tejidos inflamados. Hoy en dia, este
tratamiento se esta utilizando en Estados Unidos, Canada y en Europa obteniendo buenos

resultados. [8]

9.7 Compuestos en investigacion
Desde hace algunos afios los investigadores han observado que al evitar la unién del
MyD88 con IL-1R en el dominio TIR, se evita la produccion de NFkB y de este modo se
frena la produccion de las citocinas pro-inflamatorias.  Es por ello que las recientes
investigaciones se han centrado a este hecho para encontrar posibles compuestos que eviten

esta unién. [123]

MyD88 es un objetivo adecuado de los medicamentos destinados a la inhibicién de la
activacion exdgena y endogena de la sefalizacion de TLR/IL-1R [122]. Rebek Jr et al [123]
sintetizaron y probaron en vivo la eficacia de un compuesto de bajo peso molecular que
actGa como un inhibidor de MyD88. Se trata de una secuencia de tripéptidos que blogquea
las uniones BB del dominio de TIR. Posteriormente se encontrd al compuesto capaz de
alterar la interaccion de MyD88 con el complejo IL-1R/IL-1RAcp. [124]

Es por ello que algunos de los compuestos en investigacion que son sintetizados se basan

en imitar esta secuencia de las uniones BB del dominio TIR. [123]

Mediante rayos X se ha encontrado la base estructural del dominio TIR, la cual fue
elucidada en TLR2 de humanos. Esta consiste en 5 hojas paralelas y 5 a-helices
interconectadas por uniones. Asimismo se encontré una larga superficie conservada, que

involucra las uniones BB con secuencias (F/Y) (V/L/l) (P-G) encontradas también en
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diferentes receptores Toll y en MyD88. Conociendo estos datos se iniciaron

investigaciones para encontrar algin compuesto con estas caracteristicas. [123]

En los laboratorios se sintetizaron analogos de la secuencia central 3aa de las uniones BB y
se estudiaron sus efectos en la sefial de la IL-1R1 in vitro e in vivo. EI primer compuesto
activo sintetizado fue hidrocinamoil-L-valil pirrolidin se muestra que es posible imitar el

efecto de la forma dominante negativa de MyD88, o la union extracelular del antagonista

de la IL-1R1.
) In'
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Figura 26 Hidrocinamoil-L-valil pirrolidin [150]

Estas uniones pueden ser de importancia farmacolégica debido a que bloguean la sefial de
IL-1y, por consiguiente, tienen un efecto terapéutico en artritis reumatoide y en la sepsis.
[123]

El efecto del compuesto anteriormente mencionado activa la sefial de las cinasa MAP, lo
cual puede ser atribuido a la activacion de la cascada por otras proteinas, como se ha
observado en ratones deficientes de MyD88. Sin embargo paralelamente también se ha
observado que este compuesto no inhibe la interaccién entre TLR4 y MyD88. La
especificidad se muestra en la interaccion entre IL-1R y MyD88 y no en la de TLR4 y
MyD88, lo cual sugiere que los diferentes dominios TIR que median la interaccion pueden
ser 0 no inhibidos por una pequefia molécula de bajo peso. La variacion entre los
aminoacidos de los diferentes dominios TIR de los TLRs sugiere la posibilidad de un

blanco farmacologico especifico. [123]
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El compuesto proporciona evidencia adicional de la regulacion de la unién proteina-pro-
proteina. De hecho en los ultimos afios ha comenzado una tendencia por la sintesis de
pequefias moléculas no peptidicas que imitan esta union o pueden inhibir la interaccion con

proteinas.

El ST2825 es un péptido sintetizado por Carminati, P et al [115] que resulta un modelo de
la estructura de un heptapéptido unido al dominio TIR-MyD88, que interfiere con la
sefializacion de MyD88. Se encontrd que interfiere con la contratacién de IRAK1 y 4
causando la inhibicion de la IL-1B que media la activacion de NF-xB. También se
encontrd que inhibe la proliferacion de las células B en el plasma y la diferenciacion de las
células en respuesta a secuencias CpG (secuencias de DNA bacteriano) inducida por la
activacion de TLR9. [115]

El ST2825 interfiere con la homodimerizacion de MyD88 y esto sugiere que puede tener un
efecto potencial terapéutico en el tratamiento de las enfermedades inflamatorias cronicas.
[115]

MyD88 es una proteina esencial para la sefializacion intracelular en respuesta a la IL-1 y
estimula TLR9, aunque su activacion se requiere para una defensa eficaz contra infecciones
por patdgenos, su sefializacion excesiva puede llevar a los sindromes clinicos [116, 117] por
lo tanto la supresion de MyD88 podria ser benéfica en el tratamiento de situaciones
patoldgicas inflamatorias. Lo que los autores [118] encontraron, es que ST2825 tiene el
efecto de reprimir una respuesta inflamatoria a IL-1R y TLR9, lo cual sugiere que este
péptido podria ser util para desarrollar compuestos que ejercen accion anti-inflamatoria.
[118]
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10. DETECCION DE MyD88

Desde hace afios se conocen la actividades bioldgicas, pro- o anti-inflamatoria, de varias
citocinas. Muchos investigadores han realizado disefios experimentales y clinicos basados
en la cuantificacion o simplemente la deteccion de algunas de ellas, para utilizarlas como
referencia en diversos procesos inflamatorios. En algunos de estos estudios las técnicas
inmunohistoquimicas han demostrado la presencia de citocinas en el sitio dafiado; en otros
casos, por técnicas de radioinmunoensayo y ELISA se ha medido la concentracion de las
citocinas en los liquidos bioldgicos o se ha demostrado su produccién en determinados

tejidos usando técnicas de hibridizacion in situ. [48]

La evidencia acumulada hasta hoy indica que los niveles medidos de IL-1 y TNFa y varias
otras citocinas pueden ser detectados utilizando disefios experimentales y clinicos, ambos
en tejidos afectados y en fluidos de tejidos inflamados. Otros estudios han mostrado un
cambio en la produccién de citocinas en sangre periférica o células mononucleares de

pacientes enfermos. [40]

En capitulos anteriores se ha discutido la importancia de MyD88 en la via de sefializacion
de estas citocinas. Por lo tanto es preciso enfatizar que en la mayoria de los disefios
experimentales también se tiene como un control a MyD88. En este capitulo se presentan

varias técnicas diferentes mediante las cuales se puede detectar a esta proteina. [42]

10.1 Electroforesis Desnaturalizante

Es una herramienta analitica simple y relativamente rapida, se utiliza para analizar y
purificar muchas moléculas como proteinas y acidos nucleicos, pero puede ser aplicada a
moléculas simples como los azucaras, aminoacidos, péptidos, nucleétidos o iones simples.
Es un método de deteccion ligeramente sensible, es un proceso en el cual las moléculas en
solucion se mueven mediante la aplicacion de un campo eléctrico. EI movimiento de las
moléculas mediante la aplicacion de este campo eléctrico dependera del tamafio y peso de

las misma, esta técnica es ampliamente utilizada para la separacion de moléculas. [42]
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10.2 Inmunoelectrotransferencia

En esta técnica se separan en primer lugar los antigenos contenidos de la muestra mediante
un gel por ejemplo de SDS-poliacrilamida o un gel de enfoque isoeléctrico. Las moléculas
separadas son transferidas mediante electroforesis en una camara de transferencia a una
membrana de nitrocelulosa. A continuaciéon la membrana es tratada con un anticuerpo
especifico que reconoce el antigeno en estudio, se lava y finalmente se le afiade un
conjugado marcado radiactivamente especifico de los anticuerpos que han quedado
retenidos en la misma. El fundamento de este método es parecido a ELISA. Después de un
nuevo lavado, la membrana se sita en una camara adecuada en contacto con una pelicula
sensible a los rayos X, tras revelar la radioautografia resultante se hacen visibles las bandas
de antigeno que han fijado el anticuerpo. Esta técnica puede ser modificada mediante la
utilizaciéon de marcadores quimioluminiscentes’ o de un conjugado enzimatico en cuyo
caso los productos fijados pueden ser detectados mediante tratamiento con un cromégeno?
que provoque el deposito de alguna sustancia insoluble entre la membrana. [42]

gul de separacion cAmara de transferencis immuneincian
5 da ls mambrans

(R
|
Il

radicautogralin

Figura 28. Inmunotranferencia [139]

! quimioluminiscentes: que producen luz.**
2 cromdgeno: agquel que genera simultaneamente un color por medio de compuestos copulantes de color
presentes en la muestra.'*°
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10.3 Prueba de inmonoabsorcion ligada a enzima (ELISA)

Esta técnica se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una fase sélida
mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una reaccion cuyo producto,
por ejemplo un colorante, puede ser medido espectofotométricamente. Este principio tiene
muchas de las propiedades de un inmunoensayo ideal: es versatil, robusto, simple en su
realizacion emplea reactivos econdémicos y consigue, mediante el uso de la fase solida, de

una separacion facil entre la fraccion retenida y la fraccion libre. [42]

-
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Figura 29. Prueba de inmunoabsorcion ligada a enzima(ELISA) [139]

85



CONCLUSIONES

11. CONCLUSIONES

Los macréfagos y las células dendriticas son los principales productores de citocinas
pro y anti-inflamatorias ya que sus receptores al unirse a productos bacterianos activan

las vias de sefializacion que van a estimular su sintesis

La proteina acopladora MyD88 es un elemento pivote en la via de sefializacion de las
citocinas pro-inflamatorias, ya que su union con IRAK es necesaria para la activacion
del NF«xB.

Existen vias alternas por las cuales se pueden activar el NFkB y estimular la produccion
de estas citocinas inflamatorias sin la participacion del MyD88, ocupando proteinas
acopladoras distintas, como el TRIF.

La activacion del NFkB se acompafia de una excesiva trasduccion de IL-1, IL-6, TNFa
e IFNa. El aumento en la produccion de estas citocinas es caracteristico de varias

enfermedades autoinmunes, tales como AR o EM.

Actualmente existen numerosos tratamientos anti-inflamatorios que se utilizan en éstas
y otras enfermedades. Casi todos ellos tienen diversos efectos colaterales, de modo que
se trabaja continuamente en la badsqueda de nuevos farmacos anti-inflamatrorios, cada

vez mas afectivos y menos toxicos.

Recientemente algunos agentes bioldgicos, como el antagonista del receptor de la IL-1,
se han utilizado como anti-inflamatorios con cierto éxito. Cabe mencionar que estos
tratamientos con productos bioldgicos no son utilizados en todo el mundo sino en solo

algunas partes y lo hacen como un tratamiento alternativo experimetal.
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