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Lista de Abreviaturas. 

APC 

AQP 

CCR5 

CCR6 

CCR7 

CD4 

CD8 

CDlIb 

CDlIc 

CD34 

CD40 

CD54 

CD80 

CD83 

CD86 

CD95 

CD95L 

CDI54 

c-kitL 

CXCR4 

DBFf 

DNA 

Aloficocianina (fluorocromo). 

Acuaporina. 

Receptor 5 para quimiocinas CC. Las quirniocinas ce se caracterizan 

por tener 2 cisteÍnas consecutivas en su secuencia (Quimiocinas Ce). 

Receptor 6 para quimiocinas CC. 

Receptor 7 para quimiocinas ce. 
Correceptor de moléculas de clase 11 del complejo principal de 

histocompatibilidad. 

Correceptor de moléculas de clase 1 del complejo principal de 

histocompatibilidad. 

Subunidad de la integrina CRJ, se asocia a CD18. 

Subunidad de la integrina CR4, se asocia a CD18. 

Ligando para la L-selectina. 

Receptor para señales de coestimulación. Se une a CD154. 

Molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-I). 

Molécula coestimuladora presente en células presentadoras de 

antígeno (B7.1). 

Molécula de la familia de las inmunoglobulinas de función 

desconocida. 

Molécula coestimuladora presente en células presentadoras de 

antígeno (B7.2). 

Molécula inductora de apoptosis (Fas). 

Ligando de CD95 o ligando de Fas. 

Ligando de CD40. 

Ligando de e-kit o factor de células estaminales ("stem cell factor"). 

Receptor 4 para quimiocinas que poseen dentro de su secuencia una 

cisteína, un aminoácido cualquiera y una cisteína (quimiocinas CXC). 

Dibutilftalato. 

Ácido desoxirribonucleico. 



EDTA 

FITC 

FII-3 

FII-3L 

G-CSF 

GM-CSF 

IL 

IMF 

INF-y 

kDa 

LPS 

MHC 

MHCI 

MHCl1 

MIP 

PBS 

PCR 

PE 

PerCP 

PMA 

RANTES 

SDF-I 

Thl 

Ácido etilen-diamino-tetracético. 

Isotiocianato de fluoresceína. 

También denominado FLK2 o CDI3S. Receptor para factores de 

crecimiento en células hematopoyéticas y células precursoras en 

hígado fetal. 

Ligando de FII-3. 

Factor estimulador de colonias de granulocitos. 

Factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos. 

Interleucina. 

Intensidad media del fluorescencia. 

Intederón y. 

kilo Dallones. 

Lipopolisacárido. 

Moléculas del complejo principal de histocompatibilidad. 

Moléculas clase I del complejo principal de histocompatibilidad. 

Moléculas clase JI del complejo principal de histocompatibilidad. 

Quimiocinas pertenecientes al grupo de quimiocinas caracterizado por 

tener 2 cisteínas consecutivas en su secuencia (quimiocinas CC). 

Solución amortiguadora de fosfatos y salina. 

Reacción en cadena de la polimerasa. 

Ficoeritrina (fluorocromo). 

Proteína peridinina clorofila - a (fluorocromo). 

Éster de forbol-miristato-acetato. 

Quimiocina perteneciente al grupo de quimiocinas caracterizado por 

tener 2 cisteínas consecutivas en su secuencia (quimiocinas CC). 

Quimiocina perteneciente al grupo de quimiocinas CXC. 

Subpoblación de linfocitos T CD4 involucrados en la activación de 

macrófagos. 

Th2 Subpoblación de linfocitos T CD4 involucrados en la estimulación de 

TNF-o; 

células B a producir anticuerpos. 

Factor de necrosis tumoral a.. 
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l. Introducción. 

La respuesta inmune tiene como finalidad asegurar que un organismo pueda 

sobrevivir en un ambiente donde se encuentran una gran cantidad de microorganismos 

potencialmente patogénicos. 

En la respuesta inmune participan una gran variedad de células que llevan a cabo 

di~tintas funciones. En el inicio de una respuesta inmune participan principalmente células 

fagocíticas, como leucocitos polimorfonucleares, macrófagos y células dendríticas. Esta 

respuesta inicial también es conocida como respuesta inmune innata. La respúesta inmune 

adaptativa se encarga de amp1ificar y hacer más eficiente a la respuesta inmune innata, 

además de llevar a cabo funciones efectoras por sí misma. En esta segunda fase de la 

respuesta inmune o respuesta inmune adaptativa, participan células como los linfocitos T, 

citotóxicos y de ayuda, y los linfocitos B. Éstas células poseen receptores especificos que 

las distinguen de las células que participan en la respuesta inicial. Sin embargo, células 

como los macrófagos y células dendríticas son de gran importancia para que pueda iniciarse 

la respuesta inmune adaptativa. 

La importancia de los macrófagos y de las células dendríticas reside principalmente 

en que, al ser células presentadoras de antígeno profesionales (junto con los linfocitos B) 

son capaces endocitar antígenos y degradarlos en su interior (procesamiento) para 

posteriormente presentar los productos de estos antígenos unidos a moléculas clase 1 y clase 

II del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Además, las células presentadoras 

de antígeno son las únicas capaces de expresar moléculas coestimuladoras, necesarias para 

iniciar una respuesta mediada por los linfocitos T. Una vez activados los linfocitos T 

participan activamente en la respuesta, ya sea llevando a cabo funciones citotóxicas o bien, 

de ayuda, para activar a los linfocitos B o mejorar las funciones de macrófagos y también 

de las células dendríticas. 

Dentro de las células presentadoras de antígeno profesionales, las células dendríticas 

son las únicas que expresan constitutivamente moléculas coestimuladoras y son, además, 

las células más importantes y eficientes en el inicio de una respuesta inmune mediada por 

linfocitos T. También existen evidencias que sugieren que las células dendríticas participan 

activamente y de forma importante en la dirección de la respuesta inmune adaptativa 
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(Banchereau, J. Y R. Steinman, 1998) y es por esta razón que su estudio ha cobrado gran 

importancia en los últimos años. 

Diversos estudios in vi/ro así como algunos otros in vivo han pennitido establecer 

que uno de los factores que promueve la diferenciación de precursores de células 

dendríticas, así como su maduración y diversas funciones es la interacción CD40/CD 154 

(FIares-Romo, el. al., 1997; Moodycliffe, el. al., 2000). La importancia de esta interacción 

se describió inicialmente en los linfocitos B, ya que estaba involucrada en su proliferación, 

activación y generación de respuestas humorales adecuadas (van Kooten, C. el. al., 1996). 

CD40 también es expresado en fonna constitutiva tanto en precursores como en .células 

dendríticas inmaduras y aumenta su expresión en células dendríticas maduras (Péguet­

Navarro, el. al., 1995; FIares-Romo, el. al., 1997). Por otra parte la expresión de CDI54 se 

induce principalmente en los linfocitos T activados y una característica importante de la 

expresión de esta molécula es que es transitoria (van Kooten, C. el. al., 1996). Lo anterior 

sugiere que el momento más importante de la interacción CD40-CD 1 54 es durante la 

presentación de antígeno de las células dendríticas maduras al linfocito T. Tomando en 

cuenta las evidencias de que esta interacción es importante para la diferenciación y 

maduración de las células dendríticas el objetivo de este trabajo es estudiar las 

consecuencias que puede tener la expresión temprana y prolongada de la interacción 

CD40lCD 154 en las céJulas dendríticas en cuanto a diferenciación, fenotipo, endocitosis y 

capacidad de migración de piel a nódulos linfáticos. 
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II. Antecedentes. 

a. Células Dendríticas. 

i. Características Generales. 

Las células dendríticas son células de amplia distribución en el organismo, tanto en tejidos 

linfcides como no linfcides. Tienen una morfología particular la cual les da su nombre y 

pertenecen al grupo de células conocido como presentadoras de antígeno profesionales. 

Estas células son de vital importancia para el inicio de una respuesta mediada por linfocitos 

T o con su participación. 

Varias líneas de evidencia sugieren que las células dendríticas no son una población 

homogénea, ya que dentro de éstas células encontramos a las denominadas células 

interdigitantes, células "veladas", células de Langerhans y células dendríticas intersticiales. 

Las células interdigitantes se encuentran en órganos linfoides periféricos principalmente en 

las denominadas zonas T, las células "veladas" se localizan en la linfa aferente y las 

células de Langerhans se localizan en piel; específicamente en la epidennis. Por último, las 

células dendríticas intersticiales se localizan en la mayoría de los órganos, con la excepción 

del cerebro, en los espacios intersticiales drenados por la linfa aferente. Las células 

dendríticas intersticiales también se localizan en la dennis (Paul, William, 1999). 

Las células dendríticas que se encuentran en tejidos no linfoides y mucosas están en 

un estado inmaduro y su función principal es la captación y el procesamiento de antígenos 

y una vez que han hecho esto sufren un proceso de maduración, que se encuentra asociado 

a su migración hacia órganos linfoides secundarios, donde su función es activar a los 

linfocitos T específicos para el antígeno que están presentando. 

ii. Obtención y Maduración de Células Dendríticas in vi/ro. 

A pesar de que fueron descubiertas hace tiempo, los avances en el conocimiento de las 

células dendríticas comenzaron a darse alrededor de 1992, principalmente porque no se 

contaba con una buena fuente de células dendríticas, ya que éstas se encuentran en 

cantidades muy pequeñas en el organismo y no fue sino hasta este año cuando fue descrito 

un método para obtener dichas células in vi/ro, utilizando precursores de sangre periférica 

en presencia del factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (GM - CSF). 
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Este método utilizaba como precursores células mononucleares obtenidos de sangre 

periférica y requería de periodos de cultivo de 2 a 3 semanas para la obtención de células 

dendríticas. Estos experimentos permitieron la descripción de características que tenían los 

cultivos de dichas células; como el hecho de que formaban agregados de células 

("racimos") de los cuales se iban desprendiendo las células dendríticas para encontrarlas 

flotando en el medio de cultivo (Inaba K, el. al., 1992). 

Posteriormente se describieron métodos utilizando otras fuentes de células 

precursoras. como médula ósea de ratón o precursores CD34+ obtenidos de médula ósea 

humana y otras citocinas como TNF-a. en combinación con GM-CSF para tratar de 

mejorar la eficiencia de obtención de las células dendríticas maduras. (Inaba e/. al., 1992; 

Reid el. al., 1992; y Romani el. al., 1994). Una combinación importante en este tipo de 

cultivos es la de GM-CSF e interleucina 4 (IL-4), ésta última se utiliza principalmente 

como un factor de inhibición del desarrollo de macrófagos, lo que permite una mayor 

diferenciación de los progenitores hacia células dendríticas (Romani e/. al., 1994). 

Los procedimientos mencionados para la obtención de células dendríticas las 

vincularon a la línea de desarrollo de células mieloides. Sin embargo. posteriormente se han 

reportado técnicas en las que no se emplea el GM-CSF como suplemento para el medio de 

cultivo sino una combinación de distintas citocinas, además de la utilización de precursores 

timicos, que se encuentran ligados a la línea de desarrollo linfoide. A partir de estos 

resultados··se plantea que existen distintos tipos de precursores, mieloides o linfoides, que 

pueden dar origen a las células dendríticas (Saunders el. al., 1996). 

iii. Maduración de Células Dendríticas in vivo. 

En estudios realizados in vivo se determinó que las células dendríticas pueden encontrarse 

en diferentes estadios de maduración. Esto es, hay células dendríticas inmaduras y células 

dendríticas maduras, y este estado de" maduración se refleja por los marcadores que 

expresan en su superficie, la función que llevan a cabo y su localización en el organismo. 

Lo anterior se confirmó con estudios in vi/ro, que demostraron que al cultivar células de 

Langerhans estas maduran y cambian su fenotipo (Péguet-Navarro el. al., 1995). 

Por otro lado, también se ha demostrado que los monocitos que se encuentran en los 

epitelios son capaces de diferenciarse a células dendríticas in vivo. Sin embargo, las células 
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dendríticas que provienen de monocitos presentan algunas diferencias fenotípicas con 

respecto a las células dendríticas derivadas de otras fuentes como las células de Langerhans 

(Randolph G. J. el. al., 1999). Así, las células de Langerhans no son las únicas que pueden 

dar origen a células dendríticas después de aplicar un antígeno en piel. 

En estudios realizados in vivo, se ha encontrado que la administración de factores 

como LPS. TNF-a e IL-la producen una migración de células dendríticas, además de 

cambios fenotípicos asociados a maduración (Roake J. et. al., 1995). Para facilitar los 

estudios in vivo y es necesario obtener mayores cantidades de células dendríticas de los 

órganos linfoides, con esa finalidad se han administrado también factores de crecimiento, 

previamente probados in vitro como GM-CSF, factor estimulador de colonias de 

granulocitos (G-CSF) y el ligando de c-kit (c-kitL) también conocido como factor de 

células estaminales o stem cell factor; otro de los factores probados fue el ligando de FU3 

(Flt3L), un factor de crecimiento que estimula la proliferación de progenitores y células 

estaminales hematopoyéticas. En estos estudios, sólo el ligando de Flt3 probó ser una 

citocina efectiva en lograr un aumento significativo en el número de las poblaciones de 

células dendríticas (Maraskovsky E. el. al., 1996). El ligando de Flt3 también ha probado 

ser útil como suplemento, en cultivos in vitro, para los precursores de células dendríticas 

que se obtienen en ausencia de GM-CSF. 

Otra interacción cuya influencia sobre la diferenciación de precursores y la 

maduración de las células dendríticas ha sido estudiada es la de CD40/CD 154. Esta se 

describió inicialmente in vi/ro cuando se compararon sus efectos con los del TNF-a. 

(Sallusto and Lanzavecchia, 1994) y aunque existen algunos estudios in vivo, los modelos 

in vi/ro son los que se han empleado principalmente para el estudio de este estímulo en 

células dendríticas. 

Así entre los factores que se han descrito que participan de forma importante en los 

procesos de diferenciación y maduración finales de las células dendríticas se encuentran el 

TNF-a, LPS y CD154. 

Las células dendríticas realizan dos funciones distintas pero interdependientes 

durante su proceso de maduración: las células inmaduras captan y procesan los antígenos, 

función que pierden al madurar pero adquieren la capacidad de activar a los linfocitos T. 
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Para activar a los linfocitos T las células dendríticas migran de la periferia hacia los 

órganos linfoides. 

Lo anterior es apoyado por evidencias de que la aplicación sistémica de los 

estímulos inflamatorios como TNFa y LPS producen una redistribución de las células 

dendríticas, de manera que las que se encuentran en los órganos no linfoides desaparecen 

de ellos, (aunque esta desaparición se asocia más a migración que a muerte) mientras que 

las células que se encuentran en órganos linfoides, migran de las zonas marginales de éstos, 

haCia las zonas de linfocitos T. Durante esta migración, ocurren cambios fenotípicos que se 

asocian a procesos de maduración como la movilización de moléculas clase 11 de 

compartimentos intracelulares hacia la superficie de la célula (De Smet el. al., 1996; Roake 

J el. al., 1995). 

¡v. Subpoblaciones y Marcadores. 

Otro de los factores que complicó en los inicios el estudio de las células dendríticas fue la 

falta de marcadores específicos, siendo uno de los primeros el reconocido por el anticuerpo 

NLDC-145. El antígeno reconocido por éste anticuerpo es denominado actualmente OEC-

205 y es un receptor de tipo multilectina, el cual, no se expresa en todas las poblaciones de 

células dendríticas (Krnal G., el. al., 1986). 

Así debido a la ausencia de un marcador especifico, para el estudio de las células 

dendríticas se usan combinaciones de marcadores, entre los que destacan CO 11 e y una 

expresión elevada de moléculas clase 11 del MHC. Otros marcadores que se expresan 

habitualmente en células dendríticas son: C040, C080, C086 y C058, entre otros. Las 

células dendríticas inmaduras, como las células de Langerhans tienen baja expresión de 

moléculas de presentación y coestimulación, pero su expresión de receptores para Fc es 

elevada, además de que también expresan la molécula C040 (Péguet-Navarro el. al., 1995). 

Al estudiar las células dendríticas en los diferentes órganos linfoides, se ha 

encontrado que en el timo murino éstas expresan el marcador C08 como un homodírncro 

de cadenas a. En otros órganos linfoides del ratón, las células dendríticas también pueden 

ser subdivididas en células C08+ y C08' (Vremec el. al., 1992). 

Otros estudios han encontrado que la expresión de la molécula DEC-205 

correlaciona con la de C08a y que la mayoría de las células negativas para estos dos 
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marcadores expresan frecuentemente el marcador COI lb (Vremec and Shortman, 1997). 

Estos acontecimientos apoyan la idea de dos odgenes de las células dendríticas, uno 

linfoide vinculado con el marcador CDSa. y uno mieloide vinculado con la expresión de 

CDllb. 

Así, en varios estudios se han denominad(J células dendríticas a las células que 

expresan COI te en elevada proporción y que, además, expresan altos niveles de moléculas 

clase 11 del MHC, que se subdividen en linfoides, cuando coexpresan CDSa y DEC-20S 

(CDllc' CDS' DEC-20S' CDllb"); y mieloides, que expresan CDllb (CDllc' CDS' 

DEC-205" CD11 b'). 

En los nódulos linfáticos de ratón se han encontrado células dendríticas CD8a + 

DEC-205" CDllb' y células dendríticas CDSa' DEC-205" CDllb', predominando estas 

últimas. También se ha reportado una pequeña población de células dendríticas de nódulo 

linfático que expresa el marcador DEC-205 pero es negativa o tiene una expresión muy 

baja de CDSa además de ser también CD II b' (Vremec and Shortman, 1997). 

En el humano hay una similitud en cuanto a las subpoblaciones de células 

dendríticas descritas en el ratón y pueden ser obtenidas in vi/ro a partir de precursores 

CD34+, de médula ósea o de sangre de cordón umbilical, así corno de monocitos CD14+ 

cultivados en presencia de GM-CSF e IL-4. Las células obtenidas de esta fonna han sido 

denominadas células dendríticas mie10ides (Young et. al., 1995; Caux et. al., 1996; Bender 

et. al., 1996). 

Por otro lado las células dendríticas ¡infoides descritas en el humano, son obtenidas 

principalmente a partir de células plasmocitoides aisladas de amígdalas, y se les ha 

denominado linfoides ya que carecen de marcadores de línea mieloide además de que 

pueden ser obtenidas en cultivo en ausencia de GM-CSF, siendo en este caso la IL-3 la 

principal citocina utilizada (Grouard et. al., 1997; Rissoan et.al., 1999). 

En el estudio de las células dendríticas de origen humano ha sido posible establecer 

un marcador de maduración, la molécula CD83, mientras que en el ratón no ha sido posible 

hasta el momento establecer un marcador de maduración específico para las células 

dendríticas. Las diferencias en fenotipo dentro de las células dendríticas han sido 

relacionadas con posibles diferencias funcionales, mismas que serán tratadas más adelante. 
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Así tenemos que, dependiendo del origen de las células dendríticas, ya sea obtenidas 

en cultivo o de análisis ex vivo, así como si son de origen humano o murino; éstas expresan 

una gran variedad de marcadores de superficie. En la Tabla 1 encontramos un pequeño 

resumen de los marcadores expresados por las células dendríticas de ratón, dependiendo de 

su origen. 

Tabla J. Marcadores de Superficie de Células Dendríticas de Ratón. 

Células DendrUicas Células Dendríticas ex """0 
derivadas in vilro 

Marcador de Superficie Derivadas de CD34+ "Mieloides" "Linroides" 

"Micloldcs" 

CD4 - ++ -

CD8a - ++ 

CDlla ++ ++ ++ 

CDllb ++ ++ -/+ 

CDlte ++ ++ ++ 

CDSO ++ + + 

CDS6 ++ ++ + 

CD95L + + ++ 

MHC CI"" I ++ ++ ++ 

MHC Clase n ++ ++ ++ 

DEC-20S -/+ -/+ ++ 

Adaptada de Retd et. al., 2000 

v. Funciones. 

Las células dendríticas como células presentadoras de antígeno profesionales son capaces 

de llevar a cabo procesos de fagocitosis, endocitosis mediada por receptores y 

macropinocitosis, además pueden procesar antígenos para ser presentados tanto por 

moléculas MCH 1, como por moléculas MHC 11 y estimular linfocitos T vírgenes 

(Banchereau and Steinman, 1998). 

Las células de Langerhans y las células dendríticas obtenidas a partir de cultivos con 

GM-CSF e IL-4, sin la adición de estímulos inflamatorios, poseen un fenotipo considerado 

de inmadurez. Sin embargo, con el cultivo van perdiendo gradualmente su capacidad para 
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captar antígenos solubles. Así, la principal función de las células dendríticas inmaduras 

consiste en la captación de antígenos, ya sea por fagocitosis, endocitosis o 

macropinocitosis, seguido de su transporte y procesamiento (Romani N. el. al., 1989; 

Sallusto and Lanzavecchia, 1994). 

La endocitosis que llevan a cabo las células dendríticas inmaduras está controlada 

por GTPasas de la familia Rho, principalmente Cdc42 y Racl Y aunque se desconoce 

exactamente a que nivel actúan, se sabe que este control es dependiente del estado de 

maduración de la célula, ya que al avanzar el estado de maduración éstas van perdiendo la 

capacidad de activar Cdc42 y, como consecuencia de ello, disminuye su capacidad 

endocitica (Garret el. al., 2000). DEC-205 participa de forma importante en la cndocitosis 

mediada por receptor en las células dendríticas que lo expresan. 

Los procesos de macropinocitosis y endocitosis que no son mediados por receptores 

y que llevan a cabo las células dendríticas también son regulados por las acuaporinas, que 

son moléculas encargadas de llevar a cabo procesos de intercambio de agua, de esta forma 

la célula dendrítica es capaz de regular el volumen celular así como el volumen de las 

vesículas de macropinocitosis, además de concentrar los solutos dentro de éstas. Las células 

dendríticas inmaduras expresan activamente 3 acuaporinas distintas, la AQP3, AQP7 Y 

AQP9, donde la expresión de las dos primeras se pierde al madurar la célula lo cual está 

relacionado con la poca actividad endocítica que manifiesta una célula dendrítica madura. 

El bloqueo de la actividad de estas acuaporinas en células dendríticas inmaduras disminuye 

su capacidad de macropinocitosis además de producir turgencia de la célula con la 

consecuente pérdida de la morfologia dendrítica (de Baey and Lanzavecchia, 2000). 

La disminución en la endocitosis de las células dendríticas maduras se ha propuesto 

que permite tanto a los complejos MHC-péptido como a las moléculas coestimuladoras 

permanecer un mayor tiempo en la superficie de la célula, mejorando así su capacidad de 

presentación y estimulación de linfocitos T. 

El procesamiento de los antígenos endocitados también es llevado a cabo por las 

células dendríticas cuando aún se encuentran en el estado inmaduro, pero son incapaces de 

formar complejos MHC-péptido, aún cuando los antígenos y las moléculas clase II del 

MHC se encuentren en los mismos compartimentos. Al recibir un estímulo de maduración 

o un estímulo inflamatorio, los péptidos se unen a las moléculas clase 1I y se movilizan de 
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los compartimentos intracelulares hacia la superficie (lnaba el. al., 2000). La ausencia de 

fonnación de los complejos MHC-péptido se ha vinculado con la inactividad de la 

catepsina S, que es la encargada de degradar la cadena invariante, y cuya actividad también 

parece estar regulada por el estado de maduración de la célula dendrítica (Driessen el. al., 

1999). La presentación de antígenos que llevan a cabo las células dendríticas ocurre cuando 

completan su proceso de maduración, que es inducido por los estímulos ya mencionados 

(LPS, TNF-a., CD154, etc.). Las células dendríticas maduras se caracterizan principalmente 

por el aumento en superficie de moléculas de presentación de péptidos (MHC 1 Y MHC 11), 

coestimuladoras (CD80, CD86, CD40), de adhesión como ICAM, así como expresión de 

nuevos receptores de citocinas y quimiocinas, y disminución en la expresión de mo~éculas 

relacionadas con la captación de antígenos. La mayoría de estos estudios se han realizado 

con células dendríticas obtenidas in vitro. 

La migración de las células dendríticas está regulada por la expresión de receptores 

para quimiocinas y su respuesta a éstas que, además, sigue patrones distintos en las células 

dendríticas inmaduras y maduras. Las células dendríticas inmaduras expresan en altos 

niveles el receptor CCR5 y en bajos niveles el receptor CXCR4 respondiendo 

principalmente a quimiocinas como MIP-Ia, MIP-Ip y RANTES. Este patrón de respuesta 

a quimiocinas, se ha relacionado con la localización o la llegada de las células de 

Langerhans y precursores de células dendríticas a los tejidos periféricos (Lin, Chen-Lung 

el. al., 1998). De igual fonna se ha caracterizado la importancia que tiene el receptor 

CCR6. Este receptor es expresado por células dendríticas derivadas de progenitores CD34+ 

y se ha observado que en ratones CCR6.J· la cantidad de células dendríticas mieloides 

(CDllc' CDllb') en las placas de Peyer se encuentra muy disminuida. Las células de las 

placas de Peyer, principalmente las del epitelio que las separa de la luz intestinal liberan 

grandes cantidades de MIP-3a, un ligando de CCR6, por lo que éste receptor es muy 

importante para la localización de las células dendríticas en la mucosa intestinal (Cook el. 

al., 2000). 

Al madurar la célula dendrítica, se incrementa la expresión del receptor CXCR4 y 

CCR7 y disminuye la expresión de CCR5. De esta fonna la célula dendrítica responde 

ahora a quimiocinas como MIP-3p y SDF-I, que están relacionadas con el fenómeno de 
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migración de la periferia hacia los órganos linfoides secundarios (Lin, Chen-Lung el. al., 

1998; Jasqn G. Cyster, 1999). 

Dentro de los órganos linfoides secundarios, las células dendríticas no sólo se 

encargan de promover la proliferación de linfocitos T, ya que también se han relacionado 

con una participación activa en la polarización del tipo de respuesta que se generará, Th 1 o 

Th2. 

Algunas células dendríticas al madurar son capaces de producir citocinas, 

principalmente IL-12,la cual lleva a los linfocitos T activados de esta fonna a producir una 

mayor cantidad de INF-y (Heufler el. al., 1996). Además la producción de IL-12 se ha 

encontrado que las células dendríticas son capaces de producir también IL-18, la cual 

potencia la diferenciación a Thl, iniciada por la IL-12. (Stoll el. al., 1998). 

En cuanto a la diferenciación hacia Th2, se ha encontrado que las células dendríticas 

que se encuentran en presencia de IL-lO son capaces de estimular a los linfocitos T a 

secretar IL-4. Dicho efecto se bloquea por la adición de IL-12 y se favorece por la 

presencia de anticuerpos contra ésta citocina (Uu el. al., 1998). 

Por este tipo de resultados, algunos autores proponen que el ambiente de citocinas 

en el que se encuentra la célula dendrítica al momento de captar y procesar el antígeno es 

importante para el tipo de respuesta que inducirá en los linfocitos T CD4 al momento de 

estimularlos; sin embargo, existen otros autores que proponen que el tipo de respuesta que 

promoverá una célula dendrítica está dada por su origen, mieloide o linfoide. 

Es importante mencionar que en relación con el patrón de citocinas liberadas por 

células dendríticas mieloides y Jinfoides, y el tipo de respuesta que favorecen, se han 

descrito diferencias entre las células dendríticas murinas y humanas, destacándose que las 

células dendríticas CD8a. + o linfoides murinas favorecen respuestas tipo Th 1 Y las 

mieloides murinas favorecen una respuesta tipo Th2, caso contrario de lo que ocurre en 

humanos para dichas subpoblaciones de células (Reid el. al., 2000; de Saint-Vis el. al., 

1998). 

En la Tabla 11 se encuentra un resumen de las citocinas liberadas por las células 

dendríticas ¡infoides y mieloides en el ratón. 
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Tabla 11. Producción de Citocinas y Respuestas T inducidas por las Subpoblaciones de 

Células Dendríticas de Ratón. 

Células Dendríticas de Ratón 

Células Dendriticas Células Dendríticas ttt vivo 

derivadas in vilro 

Citocina Producida Derivadas de CD34+ "Mieloides" "Linfoides" 

"Mieloides" 

IL-IO ++ ++ 

IL-12 ++ + ++ 

INF-y ++ + ++ 

Respuesta Inducida en ThllTh2 Th2 Thl 

Linfocitos T CD4 

Adaptada de Reld el. al., 2000 

Lo anterior sugiere que el patrón de citocinas que es secretado por una célula 

dendrítica depende de su subtipo; esto es, la subpoblación a la que pertenece y, además, que 

esto tendría distintas repercusiones en la activación de linfocitos T y en su polarización 

hacia Th 1 o Th2. Sin embargo, en estudios realizados en humanos, se han encontrado que 

esto no necesariamente ocurre in vivo, ya que células dendríticas mieloides son capaces de 

generar la polarización de linfocitos T hacia una respuesta tipo Th 1 o Th2, dependiendo del 

momento en que interactúa con el linfocito T posterior a su activación. (Langenkamp, Anja, 

el. al., 2000). También se ha reportado que las células dendríticas derivadas de células 

plasmocitoides son capaces de generar una respuesta Th 1 al estimular linfocitos T (Celia, 

Marina, el. al., 2000). Estos resultados muestran a las células dendríticas con una mayor 

versatilidad en cuanto a su capacidad de generar respuestas Th 1 o Th2. 

Así mismo, se han encontrado evidencias de que las subpoblaciones de células 

dendríticas CDS+ y CDS", además de liberar un distinto patrón de citocinas tienen otras 

diferencias funcionales. 

Lo anterior se propone porque se ha observado que en estudios de proliferación 

realizados en ratones las células dendríticas CD8a: estimulan mucho mejor tanto a 

linfocitos T CD4' y CDS' que las células dendriticas CDSct. 

En cuanto a los linfocitos T CD4+, la proliferación disminuida al ser estimuladas por 

células dendríticas CD8a + se asocia a muerte por apoptosis de la célula T en etapas 
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tempranas de la estimulación. Esta apoptosis está mediada por la célula dendrítica a través 

de la interacción FaslFasL ya que la célula dendrítica expresa FasL en su superficie (Süss 

and Shortman, 1996). 

La baja proliferación de los linfocitos T CD8 al ser estimulados por células 

dendríticas CD8a + es en etapas más tardías y no está relacionada con la interacción 

FasfFasL, sino que se debe a que los linfocitos T CD8 estimulados así, producen una 

cantidad significativamente menor de IL-2 (Kronin el. al., 1996). 

Otro papel de regulación que se ha propuesto para algunas células dendríticas 

consiste en la inducción de tolerancia hacia antígenos propios, mediante la captura de 

células que han muerto por apoptosis en el estado estacionario o en ausencia de estímulos 

inflamatorios (Steinman el. al., 2000). 

Actualmente no hay suficientes evidencias de que las células dendríticas y los 

linfocitos B interactúen entre sí, sin embargo, se ha observado que la presencia de células 

dendríticas faciJita y promueve una mejor respuesta de fonnación de anticuerpos por parte 

de los linfocitos B (Ludewig el. al., 2000), aunque esto podría ser indirecto a través de la 

activación de linfocitos T. 

En conclusión, las células dendríticas tienen una participación importante tanto en el 

inicio como en algunos aspectos de la regulación de la respuesta inmune; y aunque existen 

evidencias que parecieran indicar que éstas distintas funciones son llevadas a cabo por 

subpoblaciones diferentes de células dendríticas, también hay evidencias que llevan a 

algunos autores a proponer que todos los subtipos de células dendríticas son capaces de 

llevar a cabo las distintas funciones y que la función que realizan depende más de la fonna 

en que son activadas y del momento, después de su activación, en que interactúan con los 

linfocitos T (Reid el. al., 2000; de Saint-Vis el. al., 1998; Langenkamp, Anja, el. al., 2000; 

Cella, Marina, el. al., 2000). 

b. CD40 y CD154 (Ligando de CD40). 

i. Descripción. 

La molécula CD 154 murina (CD40L Ó gp39) es una glicoproteína transmembranal de 260 

aminoácidos, mientras que su homólogo humano es de 261 aminoácidos. Es una proteína 

de tipo 11, esto es que el extremo carboxilo tenninal se encuentra en el dominio cxtracelular 
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y el extremo amino tenninal se encuentra en el intracelular. El dominio extracelular de esta 

proteína es de 214 aminoácidos en el ratón y de 215 en el humano. Ambas moléculas 

poseen un sitio de N-glicosilación conservado y 4 residuos de cisteÍna en el dominio 

extracelular. Tanto en el ratón como en el humano el gen de CD 154 es codificado en el 

cromosoma X. 

Dada la gran homología estructural de esta molécula y el TNFa, CD 154 ha sido 

clasificada como miembro de la familia de citocinas del factor de necrosis tumoral (TNF). 

Otros miembros de esta familia son la linfotoxina a y p, CD27L, CD30L, FasL y OX40L 

(Clark L. el. al., 1996; Laman, J.D., el. al., 1996). Al igual que el TNF-a la molécula de 

CDI54 es un homotrímero (Peitsch M. el. al., 1993). 

La expresión de CD154 puede ser inducida en linfocitos T CD4+ en reposo o 

activados, células de nódulos linfáticos activadas y clonas Th 1 Y Th2 activadas. La 

expresión de ésta molécula por linfocitos T CDS+ puede ser inducida por activación de la 

célula usando una combinación de ionomicina y PMA. También se ha observado la 

expresión de CD 154 en células cebadas activadas, plaquetas activadas y basófilos (Lane, 

et.al., 1999). 

Una característica importante de la expresión de CD 154 es que ésta es inducible y 

transitoria, es decir, solo es expresada por un periodo de tiempo detenninado y es durante 

este periodo que lleva a cabo todas sus funciones. CD 154 también puede ser secretado en 

forma soluble resultado de una proteólisis en un compartimiento intracelular. 

La función de CD 154 se lleva a cabo por su interacción con CD40, el cual pertenece 

a la familia de los receptores de TNF. CD40 es una proteína integral de membrana de tipo 1 

de 40 kDa y que posee 40 aminoácidos, característicos de esta familia, con 

pseudorepeticiones ricas en cisteína, las cuales tienen alrededor de seis cisteínas. (Laman, 

J.D., el. al., 1996). 

CD40 se encuentra expresado en varios tipos celulares como progenitores 

hematopoyéticos, linfocitos B, linfocitos T, monocitos, precursores de células dendríticas, 

células dendríticas inmaduras, maduras, células dendríticas foliculares, células epiteliales, 

células endoteliales y fibroblastos. De esta forma las células que expresan CD40 son 

capaces de interactuar con CD 154 y desencadenando distintos procesos como consecuencia 

de ésta interacción (van Kooten C. el. al., 1996). 

15 



ii. Funciones Generales. 

La importancia de la interacción CD40/CD 154 se determinó inicialmente en los linfocitos 

B porque es necesaria para el desarrollo de respuestas humorales óptimas a antígenos T 

dependientes. Los linfocitos B maduros requieren de señalización por esta vía para llevar a 

cabo la proliferación, activación y fonnación de blastos así como llevar a cabo cambio de 

isotipo de inmunoglobulina, generación de centros genninales y generación de memoria. 

Esta interacción produce también, en el linfocito B, un incremento en la expresión de 

moléculas de adhesión como ICAM, y moléculas de coestimulación como CD80 y CD86 

(van Kooten C. et. al., 1996). 

En linfocitos T la estimulación vía CD40 promueve la expresión de moléculas de 

activación como CD55, CD69 y de CD154. Además, el entrecruzamiento de CD40 en 

linfocitos T resulta en un incremento en la proliferación y secreción de INF-y, TNF-a. e IL-

2. 

Por otro lado los monocitos estimulados por células transfectadas con CD 154 secretan 

bajas cantidades de IL-6 e IL-8 y elevadas de IL-I, TNF-a., [L-[O, MIP-[a. e [L-12. 

También se ha vinculado la ligación de CD40 en los monocitos con la activación de la 

síntesis de óxido nítrico. 

Por último la ligación de CD40 en los fibroblastos y sinoviocitos incrementa su 

proliferación, además de que provoca un incremento en la producción de GM-CSF y MIP­

la. por éstos últimos (van Kooten C. et. al., 1996). 

No obstante la interacción CD40/CD 154 no solo tiene consecuencias positivas en 

las células, como las ya mencionadas, ya que se han reportado evidencias de que esta 

interacción puede presentar también efectos adversos en las células que reciben la 

interacción CD40lCD 154. Ejemplo de esto es el hecho de que la interacción CD40lCD 154 

tiene una participación importante en la eliminación de linfocitos 8 tolerantes por medio de 

la inducción de Fas en éstas células (Rathmell, J.c., et. al., [996; Schattner, Elaine J., et. 

a/., 1995). También se ha reportado un fenómeno similar en hibridomas de B y en algunas 

células transformadas, en las cuales la estimulación con CD 154 induce muerte por 

apoptosis, sólo que estos casos ésta es independiente de Fas (Bcrgman, Mary c., el. al., 

1996; Hess, Sigrun, 1996). 
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Finalmente se ha reportado que la interacción CD40/CD154 impide a los linfocitos 

B llevar a cabo la diferenciación final a célula plasmática. En el caso anterior la interacción 

CD40-CD 154 participa en la fase de activación y proliferación del linfocito 8, pero un 

estímulo prolongado de la interacción C040-CD 154 hace a la célula insensible a otros 

estímulos como LPS y algunas interleucinas, provocando que ésta no pueda diferenciarse a 

célula plasmática y no haya producción de anticuerpos (Randall, T.D., el. al., 1998). Estos 

estudios sugieren que es importante el momento y el tiempo durante el cual se realiza la 

interacción CD40-CD 154. 

c, Participación de CD154 en la Diferenciación, Maduración y Función de 

Células Dendríticas. 

Como ya se ha mencionado, CO 154 tiene una participación importante en la 

maduración y diferenciación de las células dendriticas. 

Inicialmente CO 154 se describió como una molécula que incrementaba la 

supervivencia de células dendríticas en cultivo y posterionnente se demostró que también 

era capaz de inducir cambios fenotípicos y funcionales. También, la interacción de eD 154 

con CD40 provocaba que las células plasmocitoides (precursoras de células dendriticas) 

cultivadas en IL-3 se diferenciaran a células dendríticas, esto último reportado en estudios 

realizados en humano (Grouard el. al., 1997). 

También se ha descrito que los precursores CD34+ aislados de sangre de cordón 

umbilical, al ser cultivadas in vÍlro en presencia de estímulos a CD40, ya sea por CD 154 o 

por un anticuerpo agonista, se diferencian hacia células dendríticas, respaldándose así la 

importancia de ésta molécula no solo como mediadora de la maduración de las células 

dendríticas, sino como un posible factor relevante en la diferenciación de precursores 

hematopoyéticos hacia este tipo celular (Flores-Romo e/. al., 1997). Esto sugiere que la 

interacción CD40-CD 154 podría ser importante durante la diferenciación de precursores a 

células dendríticas maduras. 

Los cambios fenotípicos inducidos en las células dendríticas inmaduras a causa de 

la interacción con C0154 en linfocitos r, son un incremento en la expresión MHC 11, así 

como de moléculas coestimuladoras, principalmente C080, CD86 y de adhesión como 

CD54 (lCAM-l). Además, la capacidad estimuladora de las células dendríticas disminuye 
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cuando se bloquea la interacción CD40/CD154 (Caux el. al., 1994). Dentro de los cambios 

fenotípicos, también se puede mencionar el incremento en la expresión de la fractalcina en 

la superficie de las células dendríticas. Esta quimiocina se encuentra asociada a membrana 

y se ha pensado que está relacionada en la interacción célula dendrítica / linfocito T 

(Papadopoulos el. al., 1999). 

Por otro lado se ha reportado que la estimulación con eo 154 induce que las células 

de Langerhans adquieran la expresión CD8, tanto en estudios hechos in vi/ro como in vivo 

(Anjuere el. al., 2000). 

Tomando en cuenta que primordialmente son los linfocitos T activados .los que 

expresan CD 154 y que esto se da después de la interacción con la ePA, la interacción 

CD40-CD154 se da durante el contacto de las células dendrítica maduras y el linfocito T, 

sin embargo, de acuerdo a los estudios mencionados y tomando en cuenta que tanto los 

precursores como las células dendríticas inmaduras expresan también CD40 es posible que 

la interacción CD40-CD 154 previa al contacto con el linfocito T pudiera tener 

implicaciones en la diferenciación y maduración de la células dendríticas. 

En modelos de respuesta a tumores, también se ha observado que es vital la 

cooperación célula dendrítica I linfocito T CD4+ para se lleve a cabo una adecuada 

estimulación de los linfocitos T CD8+ y se pueda generar así una inmunidad protectora 

(Mackeyel. al., 1998; Hermans el. al., 1999). 

También la ligación de CD40 por parte de CD 154 es de vital importancia para que 

las células dendríticas produzcan altas cantidades de IL-12. Las cantidades de IL-12 

producida como producto de ésta interacción es mayor que el que se obtiene con otros 

estímulos de maduración como TNF-a o LPS (Celia el. al., 1996). 

La importancia de CDI54 en la producción de IL-12 se ha puesto de manifiesto en 

algunos modelos experimentales donde la falta de ésta molécula está relacionada con una 

pobre función de la célula dendrítica como célula presentadora de antígeno y una 

disminuida producción de IL-12, que da como resultado una pobre inmunidad protectora en 

modelos de respuesta Tbl (Mackey el. al., 1998). La IL-12 liberada por las células 

dendríticas cumple también funciones autócrinas incrementando la capacidad de la célula 

dendrítica para presentar péptidos (Bianchi el. al., 1999). 
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Finalmente la importancia de la interacción CD40/CD 154 en la migración de las 

células dendríticas (células de Langerhans) hacia los nódulos linfáticos ha sido demostrada 

haciendo uso de modelos de sensibilización por contacto, ya que los ratones CDI54'¡- no 

son capaces de movilizar a las células de Langerhans fuera de la piel, después de la 

aplicación del estimulo (MoodyclifTe e/. al., 2000). 

Así, la interacción CD40/CD154 en las células dendríticas tiene gran importancia en 

su diferenciación, maduración y función, pero aún quedan por resolverse el momento en 

que esta interacción ocurre y los mecanismos involucrados. 
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111. Justificación y Planteamiento del Problema 

Los antecedentes descritos demuestran claramente una participación de la interacción 

CD40-CD 154 en la diferenciación y maduración de células dendríticas. Sin embargo, la 

mayoría de estudios han sido realizados in vi/ro y no dejan claro el momento y el tiempo en 

el que esta interacción es importante para promover la diferenciación y la maduración de 

las células dendríticas. Tomando en cuenta las evidencias experimentales descritas, junto 

con el hecho de que CD40 es expresado tanto en precursores de células dendríticas como en 

células dendríticas inmaduras es posible que la expresión temprana de esta molécula 

favorezca la diferenciación, migración de células dendríticas inmaduras a los órganos 

¡¡nfoides y su maduración final. Sin embargo, ya que CD 154 es expresado principalmente 

en linfocitos T activados y en condiciones normales esta expresión es transitoria, es posible 

que una expresión temprana y prolongada de esta molécula pueda tener efectos negativos 

en los fenómenos antes mencionados. Por lo tanto la pregunta de este trabajo es: 

¿Qué consecuencias puede tener la expresión temprana y prolongada de un estímulo de 

diferenciación y maduración como lo es la interacción CD40/CD154 en las células 

dendríticas en cuanto a diferenciación, fenotipo, endocitosis y capacidad de migración de 

piel a nódulos linfáticos? 
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IV. Hipótesis. 

• Las células dendríticas residentes en los nódulos linfáticos se encontrarán en mayor 

número en un ratón con un estímulo temprano y prolongado de CD154. 

• La migración de células dendríticas de piel a los nódulos linfáticos será mayor en un 

ratón con un estímulo temprano y prolongado de CD 154. 

• La estimulación continua por CD 154 disminuirá la endocitosis, pero favorecerá la 

expresión de moléculas de coestimulación en las células dendríticas. 

• Dentro de las células dendríticas residentes en nódulos linfáticos y las que migran a 

ellos después de un estímulo se encontrarán ambas subpoblaciones. mieloide y 

linfoide, tanto en los ratones normales como en ratones con un estímulo temprano y 

prolongado de CD 154. 

• La estimulación temprana y continua por CD 154 puede tener consecuencias 

negativas en las células dendríticas en cuanto a su diferenciación, capacidad de 

migración y maduración. 
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V. Objetivos. 

• Determinar si existen diferencias en cuanto al número de células dendríticas en 

nódulos linfáticos entre un ratón normal y uno que exprese constitutivamente 

CD154. 

• Detenninar si existen diferencias en el número de células dendríticas que migran de 

la piel a los nódulos linfáticos correspondientes después de una sensibilización por 

contacto entre un ratón normal y uno que expresa constitutivamente CD 154. 

• Determinar la capacidad de captar antígeno y la expresión de moléculas de 

coestimulación de las células dendríticas en ratones normales y ratones que 

expresen constitutivamente CD154. 

• Caracterizar las subpoblaciones de las células dendríticas residentes en los nódulos 

linfáticos y las que migran a ellos después de una sensibilización por contacto en el 

ratón normal yen el que expresa constitutivamente CD154. 

• Determinar si la presencia del estímulo continuo con CD154 pudiera tener 

consecuencias negativas en la diferenciación, migración y maduración de las células 

dendríticas. 
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VI. Modelo Experimental. 

El modelo experimental empleado para llevar a cabo los estudios consiste en el uso de 

ratones transgénicos, generados en el laboratorio, que expresan constitutivamente la 

molécula eDI54 en sus linfocitos B (KEP-eDI54-Tg) (Martinez-Bametche, et.al., enviado 

a publicación). Esto se logró acoplando el cDNA de eD 154 a un casetle fonnado por el 

enhancer ¡nlrónico de la cadena K de inmunoglobulina y el promotor de la misma. Los 

ratones obtenidos se retrocruzaron con C57BL/6. En estos ratones, CD 154 se expresa desde 

la etapa pro-B de diferenciación del linfocito B. 

La genotipificación de los animales se realizó mediante PCR (ver Materiales y 

Métodos). 

Entre las características importantes que presentan estos ratones encontramos una 

severa deficiencia de linfocitos B en la periferia, que se hace más marcada a mayor edad 

del ratón. Presentan, además, infiltrados tisulares y un marcado síndrome de desgaste. 

Por otro lado, el modelo elegido para la caracterización de las células dendríticas 

que migran de la piel a los nódulos linfáticos fue la fase inicial o aferente de la 

hipersensibilidad por contacto (reacciones de hipersensibilidad de tipo IV). Este modelo 

consiste en la aplicación de un hapteno en la piel, estos haptenos son capaces de absorberse 

por la piel y unirse covalentemente a proteínas endógenas, las cuales son captadas por 

células presentadoras de antígeno como las células de Langerhans, las cuales los 

transportan hacia los nódulos linfáticos, en lo que se conoce como fase aferente. Una vez 

ahí, el antígeno es presentado a linfocitos T CD4+ que son los que llevan a cabo la fase 

efectora o eferente de la reacción (Janeway e., el. al., 1999; Klein J. & Hofejsí V., 1997). 

En este caso particular, el hapteno es isotiocianato de fluoresceína (FITC), el cual es 

aplicado disuelto en una mezcla de acetona I dibutilflalato 1: I (Ver Materiales y Métodos). 

La función que cumple el dibutilftalato en este modelo es la de facilitar la entrada del 

hapteno, esto es, facilita la absorción del FITC. Se ha demostrado que la aplicación de 

dibutilftalato al sensibilizar piel con FITC eleva significativamente la proporción de 

fluoresceína que es absorbida por piel. No se ha reportado alguna sensibilización que ocurra 

por parte del dibutilflalato en concentraciones hasta del \0% (Dearman, et.al., 1996). 
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VII. Materiales y Métodos. 

Animales. 

Se utilizaron ratones C57BL/6 y C57BL/6 (ICEP-CDI54 Tg) descritos anterionnente. Los 

experimentos fueron realizados en ratones de 8 semanas de edad. Los ratones de ambos 

genotipos se trataron bajo 3 condiciones: 1) Ratones control sin estímulo, 2) Ratones con 

diluyente (acetona: dibutilftalato, 1:1) y 3) Ratones con diluyente + FITC (FITC 0.5% en 

acetona: dibutilftalato, 1: 1). 

Genotipificación de los Animales. 

La genotipificación de los ratones se llevó a cabo mediante PCR a partir de DNA genómico 

obtenido de la cola del ratón. La extracción del DNA se realizó utilizando el Wizard® 

Genomic DNA Purification Kit (Promega). 

Para la reacción de PCR se utilizaron iniciadores específicos, cuyo producto es un 

fragmento de 0.8 kb que corresponde al cDNA de CD 154 en el transgen. Las secuencias de 

los iniciadores son: 5 '-GGAATTCTFCAGATCATGATAGAAACA-3 , y 

5' ·GGGCCCTCTAGAA V AGCGCACTGTTCA- 3'. 

La reacción de PCR se llevó a cabo en amortiguador para PCR Ix, MgCI, 2.5 mM Y 

5 U de Taq-DNA polimerasa (Life Sciences). Cada ciclo de PCR era como sigue: 95° C x 

30", 55° C x 30" Y 72° C x 30". La reacción constó de 35 ciclos. Los productos de 

reacción fueron visualizados por conimiento en gel de agarosa al 1.2% en TAE a un voltaje 

constante de 80 V. 

Sensibilización por Contacto con FITC. 

Para llevar a cabo este experimento se requiere de 0.4 mL (2 x 200 J.lL) de una solución 

0.5% de isotiocianato de fluoresceína (FITC) preparada en acetona I dibutilftalato (1:1). La 

cual se aplica sobre el abdomen rasurado de cada ratón. 

Después de 16 a 18 horas de la aplicación del estímulo se prepararon suspensiones 

celulares a partir de los nódulos linfáticos correspondientes. Se contaron y analizaron tanto 

células totales del nódulo linfático, así como células positivas para FITC. 
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Preparaciones Celulares. 

Los nódulos linfáticos se disgregaron por acción mecánica utilizando dos portaobjetos 

esmerilados. 

Las células fueron obtenidas en PBS/ Suero Fetal Bovino (SFB) 2%/ Azida de 

Sodio (NaN) 0.1 %/ EDTA 5 mM. La eliminación de eritrocitos contaminantes en los casos 

en que éstos existieran fue mediante lisis con el amortiguador ACK ( NH4CI 0.15 M, 

KHCO, 1.0 mM, Na,EDTA 0.1 mM, pH 7.2 a 7.4). 

Citometría de Flujo. 

Se utilizaron 1 xl 06 células para cada tinción, donde éstas fueron incubadas por 30 minutos 

en PBS/ SFB 2%/ NaN, 0.1 %/ EDTA 5 mM en presencia de diferentes combinaciones de 

los siguientes anticuerpos monoc\onales: anti-MHCIl-FITC (NIM-R4), anti-MHCIl-bio 

(NIM-R4), anti- CD8a-PE (PharMingen, San Diego, CA), anti-CDllc-PE (PharMingen), 

anti-CD llc-bio (PharMingen), y anti-CD 11 b-APC (PharMingen), anti- CD86-bio (OL-l), 

anti-CD54 (ICAM-l)-bio (PharMingen) y controles de isotipo IgOI-PE e Ig02a-PE 

(ambos de PharMingen). El marcaje de los anticuerpos conjugados con biotina se llevó a 

cabo utilizado estreptavidina-PerCP o estreptavidina-APC (ambas de PharMingen). 

El a.n~lisis de las células se realizó por citometna de flujo de 4 colores utilizando un 

FACSCalibur" (Becton Dickinson, San Jose, CA). 
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VIII. Resultados 

a. Genotipificación de los Animales. 

Para realizar los experimentos fue necesario conocer primero el genotipo de los 

ratones de cada camada utilizada, esto es, cuáles eran transgénicos y cuales nonnales. En la 

Figura 1 se muestra un ejemplo de un gel en el que se corrieron los productos de PCR para 

el transgen. El producto de PCR esperado para el transgen es de 0.8 kb. 

Figura 1. Genotipificación de Animales. Se corrieron los productos de PCR de una camada de 9 ratones en 

un gel de agarosa al 1.2%. Carriles: 1) Pesos Moleculares; 2 a19) Ratones numero 2 al número 9; 10) Vacío; 

11) Ratón 10; CE) Control Extracción; CP) Control de peRo 

Como puede observarse los ratones 2, 4, 5, 7 Y 8 son positivos para el transgen, mientras 

que los ratones 3, 6, 9 Y 10 son nanuales. El control de extracción es un tubo en donde no 

se coloca muestra para extraer DNA y sigue todo el proceso igual que el resto de los tubos 

y el control de PCR es un tubo en donde no se coloca DNA al momento de hacer el PCR 

pero sigue el mismo proceso que el resto. 

b. Células Dendríticas Residentes en Nódulo Linfático. 

En este caso se utilizaron ratones transgénicos y normales a los cuales no se les 

había realizado ningún tipo de estímulo. Se extrajeron los nódulos linfáticos y se 

procesaron para posteriormente hacer una doble tinción utilizando los anticuerpos anti-
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MHC II-bio y anti-CDllc-PE, revelándose el primero con cstreptavidina-PerCP, de tal 

manera que permitieran reconocer la población de células dendríticas. La población de 

células dendríticas fue definida como las células que poseían una elevada expresión de 

moléculas MHC II y que además, eran positivas para el marcador CD 11 c (MHC lIalto 

CD ti c +). Como se muestra en la Figura 2 en ambos ratones el porcentaje de células 

dendríticas es muy bajo (0.3% en el ratón normal y 0.5% en el ratón transgénico), aunque 

es ligeramente mayor en el transgénico (cuadrante superior derecho). 

(a) Sin Teñir (b) Irrelevante 0,0% 

, 
' . 
• 

MHCII 

Figura 2. Determinación de Células Dendriticas Residentes en Nódulos Linfáticos. La figura muestra 

gráficos de densidad de doble fluorescencia de células de nódulo linfáticos de ratones no estimulados 

analizados por citometría de flujo. En el eje X se muestra la tinción con anticuerpos anti-MHC 11 y en el eje Y 

se muestra la tinción con anti-CDllc. (a) Células sin teñir, (b) Tinción con controles de isotipo IgG 1 e IgG2., 

(c) Tinción con anti-MHC 11 y anti-CDllc en el ratón normal y en el ratón transgénico (d). Se adquirieron un 

total de 105000 células en cada caso. Experimento representativo de 4 independientes. 
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c. Migración de Células Dendríticas de Piel a Nódulos Linfáticos. 

La migración de células dendríticas de piel a nódulos linfáticos se determinó usando 

los ratones que fueron estimulados, ya sea con la mezcla dibutilftalato (DBFT)/acetona o 

con DBFT/acetona + FITC. Las células analizadas en estos ratones fueron teñidas como en 

el caso anterior con anti-MHC U-bio + estreptavidina-PerCP y con anti-CDllc-PE, para 

seleccionar a las células dendríticas. En la Figura 3 se observa como la aplicación del 

DBFT/acetona por si sola es capaz de inducir la migración de células dendríticas en el ratón 

normal ya que se encuentra un 2.3% de células dendríticas. La aplicación del 

DBFT/acetona + FITe induce todavía más la migración de células en el ratón. normal 

(2.8%). Sin embargo, en el ratón transgénico el porcentaje de células dendríticas en ratones 

estimulados con DBFT/acetona es del 0.3% y con DBFT/acetona + FITC de 0.1 %. Estos 

porcentajes de células dendríticas en los ratones transgénicos estimulados son incluso 

menores que en el ratón transgénico sin estimular. 

d. Endocitosis de FITC por Células Dendríticas. 

La capacidad de endocitosis de las células dendríticas fue evaluada mediante la 

aplicación de FITC en piel, ya que las células que se encuentran en los nódulos linfáticos 

que son FITC+ son las que provienen de piel, lo que es indicativo de la capacidad 

endocítica de las células de Langerhans. La evaluación de estas células se realizó por 

citometrÍa de flujo de 3 colores, uno correspondería al FITC, otro a la tinción con anti­

MHC 11 y otro a la tindón con CDlIc. Como se puede observar en la Figura 4, la cantidad 

de células capaces de endocitar FITC (FITC+) se encuentra muy reducida en el ratón 

transgénico, comparado con el normal (0.3% y 1.6% respectivamente). Este bajo porcentaje 

de células FITC+ correlaciona con la poca migración de células de piel a nódulos linfáticos 

en el ratón transgénico. Al seleccionar una región de células CDllc+ para a partir de ella 

analizar la intensidad de fluorescencia de la fluoresceÍna es posible observar que las células 

del ratón transgénico tienen una capacidad disminuida de endocitar FITC, por comparación 

de las intensidades medias de fluorescencia (IMF), 119.9 en el ratón normal por 72.3 en el 

ralón transgénico. 
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(a) Wt + DBFf/acetona 

(e) Tg + DBFf/acelona 

Mue 1I 

(b) Wt + DBFf/acetona + 
FITC 

(d) Tg + DBFf/acetona 
+FITC 0_1% 

Figura 3. Migración de células dendríticas a nódulos linfáticos. La figura muestra gráficos de densidad de 

doble fluorescencia de suspensiones celulares de nódulos linfáticos obtenidas 18 horas después de la 

aplicación del estimulo y analizadas por cilometria de flujo para la expresión de MHC 11 y CDllc. (a) Ratón 

nonnal estimulado con DBIT/aeetona; (b) Ratón nonnal estimulado con DBIT/aeetona + FITC; (e) Ratón 

transgénico estimulado con DBFT/aeetona y (d) Ratón transgénieo estimulado con DBFT/aeetona + FlTC. Se 

adquirieron un total de 105000 células para cada caso. Experimento representativo de 4 independientes. 
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Figura 4. Endodlosis de FITC por Células Dendriticas. Se analizó por citomelria de flujo la endocitosis de 

FITC en células de nódulo linfatico de ratones no estimulados y estimulados con DBFT/acetona o 

DBFT/acelona + FITC. La endocitosis se muestra en el histograma de la derecha obtenido de la región de 

células eDllc·, (a) Ratones nonuales y (b) ratones transgénicos. t--) Ratón sin estimular; 

(--_.) Ratón estimulado con DBFT/acelona y (--) Ratón estimulado con DBFT/acetona + FITC. Se 

adquirieron un total de 105000 células en cada caso. Experimento representativo de 4 independientes. IMF=o 

Intensidad media de fluorescencia. 

e. Expresión de Moléculas de Coestimulación y Adhesión por Células Dendríticas. 

Para dctenninar si la interacción CD40lCDI54 en los ratones transgénicos inducía 

una maduración previa de las células dendríticas, se examinó la expresión de marcadores de 

cocstimulación en células dendríticas de ratones nonnales y transgénicos. Las moléculas de 

coestimulación y adhesión analizadas fueron CD86 y CD54, respectivamente. Se comparó 

la expresión de estas moléculas en las células dendríticas de nódulos linfáticos en cada 
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ratón, nonnal o transgénico y cn ausencia o presencia dc estimulos. El monilorco de estas 

moléculas se realizó por cilometria de flujo de 3 colores usando anticuerpos anli- MHC 11, 

anti-CO II c y anli-C086 o anli-C054 según el caso; haciendo el análisis de C086 y C054 

sobre la región de células dendríticas que fueron previamente seleccionadas como células 

MHC [fallQ COI le· para los ratones sin estimular y estimulados con OBFT/acctona y como 

células FITC' CD Ile + para los ratones estimulados con OBFf/acetona + FITC. 

En cuanto a la expresión de C086 es posible observar que el ratón nonnal cuenta 

con altos niveles de expresión de esta molécula en estado basal, esto es sin estimular, y 

dichos niveles se incrementan y se hacen más homogéneos al aplicar cualquiera de los ~os 

estimulas. En el caso del ratón Iransgénico, los niveles basales son menores y éstos no se 

modifican cuando hay una aplicación de estimulas, 

CD86 

lal 

-- \Ve IMF= 299.97 
\Ve -+ DBIT/ac:etona 
IMF .. 522.0 

\Vt -+ DBIT/acetona -+ FITC 
IMF-478.1 " ,. 
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Tg IMF= 127.9 

Tg + DBIT/acetona 
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IMF .. 237.7 
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Figura 5. Expresión de CD86 por Célutas Dendriticas, La figura muestra histogramas para la expresión de 

CD86 obtenidos a partir de la región MHC Ir CDllc' y FITC' CDltc' según el caso. (a) Ratones normales y 

(b) ratones transgcnicos. C-- ) Ratón sin estimular; r--- ) Ratón estimulado con DBFT/acetona y (-- ) 

Ratón estimulado con DBFf/acetona + FITe. Se adquirieron un total de 105000 células en cada caso. 

Experimento representativo de 4 independientes. IMFoo Intcnsidad media de fluorescencia. 

En el caso de CD54 lo que podemos observar en la Figura 6 es que en el ratón normal la 

expresión de esta molécula disminuye ligeramente y se hace más homogénea al aplicar 
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cualquiera de los estímulos. lo que no ocurre en el ratón transgcnico, donde incluso la 

expresión disminuye cuando es aplicado el estímulo de OBFT/acetona + FITC. Los niveles 

de expresión de la molécula C054 en Jos ratones transgénicos son muy heterogéneos. 

(a) 

Wt IMF'" 1422.5 

Wt + DBFf/.llceton.llIMF'" 1080.0 

WI + DBFf/acelona + FITC 
IMF ""1077.5 

(b) 

Tg IMF= 715.9 

Tg + DBFT/acelona 
IMF .. 758.5 

Tg + DBFf/acelona + HTC 
IMF-=49S.3 

CD54 

Figur.ll 6. Expresión de CDS4 en CéJuJ.II$ Dendr!Ucas. La figura muestra histogramas para la expresión de 

CD54 obtenidos a partir de la región MHC II~ CDllc+ y FITC CDllc' segun el caso. (a) Ratones nonnales y 

(b) ralones transgénicos. ( -) Ratón sin estimular, t-_· ) Ratón estimulado con DBFT/acetona y (­

Ratón estimulado con DBFT/acetona + FITC. Se adquirieron un total de 105000 células en cada caso. 

f. Subpoblaciones de Células Dendríticas en Nódulos Linfáticos. 

Para llevar a cabo el análisis de las subpoblaciones de células dendríticas, éstas se 

seleccionaron como en los casos anteriores (MHC l!a11OCO lle + ó FITC+ CD Ile +) y en éstas 

células se analizó la expresión de los marcadores CDSa y COI lb que definen a las 

subpoblaciones ¡infoide y mieloide respectivamente. Así, en los ratones que no recibieron 

ningún estímulo, esto es, entre las células dendríticas residentes en nódulo linfático (Figura 

7) hay un predominio de células dendríticas que expresan el marcador CO II b. Este 

predominio es mucho más significativo en el ratón transgénico. En el ratón normal se 

encuentran células dendríticas que coexpresan los marcadores CDllb y COSa. (38.6%) 

pero el nivel de expresión de COSa. en estas células es bajo, mientras que CD II b se 

encuentra expresado en alta cantidad. Lo anterior no ocurre en el ratón transgénico donde la 
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proporción de células dendríticas CDllb+ CD8a.+ se encuentra disminuida 

significativamente (15.9%). Además, en el ratón transgénico se observa un incremento en 

el porcentaje de células CDII b+ COSa· (51.6%) comparado con el ratón normal (16.6%) 
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Figura 7. Subpoblaclones de Células Dendríticas Residentes en Nódulos Linfáticos. La figura muestra 

gráficos de densidad de células de nódulos linfáticos de ratones sin estimular y analizadas por citometría de 

flujo. Las células fueron teñidas con anticuerpos anti-MHC 11 y anti-CDllc para definir la población de 

células dendríticas y con anti-CD8a. y anti-CDllb para definir las subpoblaciones en la región MHC 11-

CD 11 c -. (a) Ratón normal y (b) Ratón transgénico. Se adquirieron un total de 105000 células en ambos casos. 

Experimento representativo de 4 independientes. 

Al analizar las células de los nódulos linfáticos de los ratones estimulados, esto es, las que 

migran de piel, se encuentran grandes cambios en cuanto a la distribución de células. 

Primeramente en los ratones estimulados con DBFT/acetona (Figura 8) es posible observar 

que en los ratones nonnales se incrementa de fonna significativa el número de células 
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dendríticas que expresan el marcador C08a, sin embargo, el nivel de expresión de ésta 

molécula es similar al mostrado por las células dendríticas del ratón normal sin estimular. 

Además, es posible distinguir claramente dos poblaciones en cuanto a la expresión del 

marcador CD 11 b (CO ti balto y CD II bbajO). Estas dos poblaciones se encuentran en 

proporciones muy similares, 24.4% y 30.2% respectivamente. En cuanto al ratón 

transgénico que siguió este mismo tratamiento se observa que el número de células 

dendríticas que expresan C08a se incrementa ligeramente en comparación con el 

transgénico no estimulado, sin embargo, solo aparece la población CD 11 baIlO. 
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Figura 8. Subpoblaciones de Células Dendríticas que Migran de Piel a Nódulos Linráticos. La figura 

muestra gráficos de densidad de cclulas de nódulos linfáticos de ratones estimulados con DBFT/acelona y 

analizadas porcilornetria de flujo. Las células fueron teñidas con anticuerpos anti-MHC 11 y anli-CDllc para 

definir la población de células dendríticas y con anti-CD8o. y anti-CD 11 b para definir las subpoblaciones en 

la región MHC II~ CDllc·. (a) Ratón normal y (b) Ratón transgénico. Se adquirieron un total de 105000 

células en ambos casos. Experimento representativo de 4 independientes. 
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En los ratones estimulados con DBFT/acetona + FITC (Figura 9) se aprecian diferencias en 

comparación con los casos anteriores. En el ratón normal existe un incremento en los 

niveles de expresión de C08a, además de una disminución significativa de células C08a-. 

También, ya no es posible diferenciar claramente las poblaciones CDllba1to y COllbbajo, 

además de que la segunda se incrementa de fonna importante (55.9%) en comparación con 

el ratón que no fue tratado con FITC (30.2%). En el ratón transgénico se mantiene la baja 

proporción de células dendríticas, sin embargo, ahora casi todas son CD8a+ CDllbbajo 

(73.5%) contrario al ratón transgénico estimulado con DBFT/acetona, donde predominaban 

las células dendríticas CD8a+ CDllba1to
. 
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Figura 9_ Sub poblaciones de Células Dendríticas que Migran de Piel a Nódulos Linfáticos_ La figura 

muestra gráficos de densidad de células de nódulos linfáticos de ratones estimulados con DBFT/acetona + 

FITC y analizadas por citometria de flujo. Las células Fueron teñidas con anticuerpos anti-MHC 11 y antiA 

CDllc para definir la población de células dendríticas y con anti-CD8a y anti-CDllb para definir las 

subpoblaciones en la región MHC 11+ CDllc+. (a) Ratón normal y (b) Ratón transgénico. Se adquirieron un 

lotal de 105000 células en ambos casos. Experimento representativo de 4 independientes. 
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g. Células Totales y Células Dendríticas Totales. 

Debido a que los resultados anteriores reflejan el comportamiento proporcional de 

las células dendríticas en los nódulos linfáticos, se consideró importante detenninar los 

números totales de éstas, ya que el número de células obtenidas de nódulos linfáticos de 

ratones transgénicos fue menor que el número de células que se obtuvieron de los ratones 

normales. En la Figura 10 se muestra mediante gráficas de barras el número de células 

totales obtenidas de los nódulos linfáticos de cada grupo de ratones. Como se puede 

observar en los ratones nonuales el número de células totales aumenta cuanto se aplica el 

estímulo con DBFT/acetona y es ligeramente menor cuando se añade a este estímulo la 

fluoresceína, sin embargo, en este último caso el número de células es mayor que en el 

ratón que no fue estimulado. En el caso del ratón transgénico el comportamiento fue 

similar, pero el incremento en el número de células es muy reducido y en este ratón no hay 

un incremento en el número de células cuando es aplicado el estímulo con DBFT/acetona + 

FITC. 

Células Totales 
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" :¡¡; 
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Figura 10. Células Totalcs en Nódulo Linfático. La figura muestra el númCro total de células obtenidas de 

los nódulos linfáticos de los ratones de cada uno de los grupos. Se muestra el promedio del número de células 

junto con el error estándar de la media (EEM). Wt= ratón normal; Tg= ratón transgénico; s/Est= ratón sin 

estimular; c/Dil.= ratón estimulado con DBFT/acetona; c/FITC= ralón estimulado con DBFT/acetona + FITC. 

Se contó con un promedio de 4 ratones por grupo. 
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En la Figura 11 se muestran los porcentajes de células dendríticas encontrado en cada grupo 

de ratones, en el ratón normal este porcentaje se incrementa cuando los ratones se 

estimulan, ya sea con DBFT/acetona O con DBFT/acetona + FITC siendo en este último 

grupo donde se encuentra el mayor porcentaje de células dendríticas. En el ratón 

transgénico se observa un comportamiento similar al que se observó en el número total de 

células, incrementándose el porcentaje de dendríticas del ratón sin estimular al estimulado 

con DBFT/acetona y no observándose ningún incremento en el ratón estimulado con 

DBFT/acetona + FlTC, sólo que en este caso el porcentaje de dendríticas en este último 

ratón es ligeramente mayor que en el ratón sin estimular. 
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Figura tI. Porcenlaje de Células Dendríticas en Nódulo Linfático. La figura muestra los porcentajes de 

células dendríticas obtenidas de los nódulos linfáticos de cada grupo de ratones. Las células dendríticas se 

definieron como células MHC 11+ CDllc+. Se muestra el promedio del porcentaje de céllllasjllnto con el error 

estándar de la media (EEM). Wt= ratón nonnal; Tg= ratón transgénico; s/Esr- ralón sin estimular; c/Dil.= 

ratón estimulado con DBFT/acetona; clFITC"" ratón estimulado con DBFT/acetona + FITC. Se contó con un 

promedio de 4 ratones por grupo. 

Por último, haciendo uso del número total de células y del porcentaje de células dendríticas 

fue posible determinar el número total de células dendríticas en los nódulos linfáticos de 

cada grupo de ratones (Figura 12). Este resultado es muy similar al que se obtiene para el 
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número total de células. En el caso del ratón nonnal el número de células dendríticas totales 

es prácticamente el mismo en los grupos de ratones estimulados y que a su vez es mucho 

mayor que en los ratones no estimulados. mientras que en los ratones transgénicos el mayor 

número de células dendríticas se encuentran en el grupo de ratones estimulados con 

DBFT/acetona y no se observa ningún incremento en el grupo de ratones estimulados con 

DBFT/acetona + FITC. 

Células Dendríticas Totales 

1000000 

10000 
Tg clFITC 

Figura 12. Células Dendríticas Totales en Nódulo Linfático. La figura muestra el número de células 

dendríticas totales obtenidas de los nódulos linfáticos de los ratones de cada uno de los grupos. Las células 

dendríticas se definieron como células MHC 11+ CDllc+. Se muestra el promedio del número de células junto 

con el error estándar de la media (EEM). Wt= ratón nonnal; Tg= ratón transgénico; slEst= ratón sin estimular; 

c/Dil.== ratón estimulado con DBFT/acetona; c/FITC= ratón estimulado con DBFT/acetona + FITC. Se contó 

con un promedio de 4 ratones por grupo. 
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IX. Discusión. 

Debido a la gran importancia que tiene la interacción CD40/CD 154 sobre las células 

dendríticas, se estudió en un modelo de ratón transgénico que expresa de fonna constitutiva 

en 154, las consecuencias que el estímulo temprano y prolongado por parte de ésta 

molécula podía tener en la diferenciación, migración así como en la maduración de las 

células dendríticas. Para ello se utilizó el modelo de sensibilización en piel evaluándose las 

células dendríticas residentes en los nódulos linfáticos y las que migran de la piel a los 

nódulos linfáticos después de la aplicación de un estímulo. 

Al estudiar las células dendríticas residentes en los nódulos linfáticos se encontró 

un ligero aumento en cuanto a su proporción en los ratones transgénicos, sin embargo, el 

número total era menor que en los ratones normales. Este resultado es contrario a lo que se 

suponía ya que se ha demostrado que, al menos in vi/ro, CD 154 favorece la diferenciación 

de precursores a células dendriticas (Flores-Romo el. al., 1997). Estudios realizados en 

nuestro laboratorio utilizando el mismo ratón transgénico han mostrado que hay una 

disminución en el número de linfocitos B en la periferia y esto es en parte, consecuencia de 

un defecto en la ontogenia de los linfocitos B, por lo que es posible que la disminución en 

las células dendríticas residentes de los nódulos linfáticos sea consecuencia también de 

defectos en la ontogenia de los precursores de las células dendríticas en la médula ósea por 

la interacción temprana con CD154. 

Por otro lado, los resultados muestran también que la sola aplicación de la mezcla 

DBFT/acetona es capaz de inducir la migración y maduración de las células dendríticas de 

la piel, esto es distinto a lo encontrado en un reporte anterior (Dearman, et.al., 1996). Sin 

embargo, es importante destacar que en el estudio citado la concentración máxima de 

dibutilftalato utilizada es del 10% mientras que en nuestro estudio la concentración fue del 

50% y esto pudiera ser la causa de la diferencia en los resultados. 

Al evaluar la migración de células dendriticas de piel a nódulos linfáticos, donde 

también se ha demostrado la importancia de la interacción CD40-CD 154 (Moodycliffe et. 

al., 2000) se encontró que, en el ratón transgénico la capacidad de migración disminuyó, 

así el número de células dendríticas que se encontraron en los nódulos linfáticos después de 

la aplicación de un estímulo fue menor que en el ratón normal. Este resultado genera 
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nuevamente la posibilidad de que exista un defecto en la diferenciación de los precursores 

de células dendríticas y que éstos no estén llegando a la piel o de fonna alternativa que el 

problema sea en la migración. 

En caso de que el problema sea en la migración, en el estudio de MoodyclifTe se 

reportó que en ausencia de CD 154 los ratones presentaban una regulación aberrante en la 

producción de TNFa cutáneo y posiblemente esta era la razón por la que las células 

dendríticas eran incapaces responder a estímulos y migrar, por lo que es posible que en el 

modelo de ratón transgénico utilizado en el presente trabajo la interacción prolongada de 

CD154 con su ligando altere los niveles de TNFa y por lo tanto se inhiba la migracipn. 

Por otro lado se encontró que la capacidad de endocitosis se vió disminuida en las 

células dendríticas del ratón transgénico, lo que podría relacionarse con una maduración 

temprana de la célula, pero al estudiarse moléculas que modifican su expresión con la 

maduración de la célula dendrítica como CD86 y CD54, se observó que los niveles de estas 

moléculas no se modifican significativamente con respecto al basal, lo que se podría 

relacionar a un proceso de maduración inadecuado. Esto podría explicarse si se considera 

que el estímulo temprano de CD 154 en la célula dendrítica pudiera dar como resultado 

pérdida en su capacidad endocitica y como consecuencia incapacidad para sobre expresar 

moléculas coestimuladoras. Sin embargo, la incapacidad de las células dendríticas de 

incrementar los niveles de CD86 y CD54 puede ser producto directamente de la interacción 

temprana con CD 154 y no tanto por la falta de endocitosis, ya que en el ratón normal en 

ausencia del estímulo endocítico (FITC) sí se observa un incremento en la expresión de 

CD86 y CD54 lo que no ocurre en el transgénico que siguió el mismo tratamiento. A pesar 

de que las células en las que se estudió la endocitosis y expresión de CD86 y CD54 son 

muy pocas, las diferencias en fenotipo que presentan, en cuanto a su expresión de los 

marcadores CD8a y CD II b, comparado con las células residentes de nódulo apoyan el 

hecho de que estas células provienen de la piel. 

Con respecto a los estudios hechos para determinar las subpoblaciones de las células 

dendríticas se encontró que las que migran de piel a nódulos linfáticos adquieren la 

expresión del marcador CD8a. Este resultado está de acuerdo con lo reportado por Anjuerc 

el. al. Sin embargo, este mismo hecho se contrapone al concepto de que las células de 

Langerhans son de origen mieloide y como tales deberían dar origen a células dendríticas 
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mieloides que no expresan CD8a.. Así se podría suponer que las células de Langerhans Son 

capaces de dar origen a ambos tipos de células dendríticas CD8a.+ y CDllb+, Iinfoides y 

mieloides respectivamente. Por lo anterior, también sería posible considerar que el 

marcador CD8a. más que un marcador de linaje podría ser un marcador de maduración en 

lo que respecta a las células dendríticas. 

Por otro lado en el ratón transgénico parece que la población CD8a + de las células 

dendríticas es la que se encuentra principalmente afectada lo que nos llevaría a pensar en 

que las dos subpoblaciones responden de forma distinta a la presencia prolongada de 

CO 154 e incluso a apoyar los resultados que proponen que su origen es distinto. La 

diferencia en cuanto al origen podría apoyarse en que los linfocitos B que son de linaje 

linfoide también se encuentran disminuidos en este ratón. 

Finalmente los distintos resultados obtenidos en este trabajo nos llevan a proponer 

que la presencia de CD154, desde etapas tempranas y por un periodo prolongado, tiene 

efectos negativos (como ha sido sugerido en linfocitos B) sobre la diferenciación y 

funciones de las células dendríticas, resaltando así la importancia que tiene el hecho de que 

la expresión de esta molécula en condiciones normales sea inducible y transitoria en el 

tiempo. Lo anterior tiene implicaciones ya que una expresión inadecuada o una interacción 

temprana de esta molécula con precursores de células dendríticas o células dendríticas 

inmaduras podría interferir de manera importante en la generación de una respuesta 

inmune. 
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X. Conclusiones. 

• El número de células dendríticas residentes en nódulos linfáticos es menor en el 

ratón transgénico. 

• La capacidad de migración de las células dendríticas de piel a nódulos linfáticos se 

encuentra disminuida en el ratón transgénico. 

• La capacidad de endocitosis y la expresión de CD84 y CD54 se encuentran 

disminuidas en el ratón transgénico. 

• Las células dendríticas que migran de piel a nódulos linfáticos expresan el marcador 

CD8a y esta subpoblación es la que se encuentra principalmente afectada en el 

ratón transgénico. 

• El estímulo temprano y prolongado por eD 154 que tienen los ratones transgénicos 

podría ser el responsable de los efectos negativos observados en las células 

dendríticas. 
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