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L. Introduccion.

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
distintas funciones. En el inicio de una respuesta inmune participan principalmente células
fagociticas, como leucocitos polimorfonucleares, macréfagos y células dendriticas. Esta
respuesta inicial también es conocida como respuesta inmune innata. La respuesta inmune
adaptativa se encarga de amplificar y hacer mas eficiente a la respuesta inmune innata,
ademds de llevar a cabo funciones efectoras por si misma. En esta segunda fase de la
respucsta inmune o respuesta inmune adaptativa, participan células como los linfocitos T,
citotoxicos y de ayuda, y los linfocitos B. Estas células poseen receptores especificos que
las distinguen de las células que participan en la respuesta inicial. Sin embargo, células
como los macrofagos y células dendriticas son de gran importancia para que pueda iniciarse
la respuesta inmune adaptativa.

La importancia de los macrofagos y de las células dendriticas reside principalmente
en que, al ser células presentadoras de antigeno profesionales (junto con los linfocitos B)
son capaces endocitar antigenos y degradarlos en su interior (procesamiento) para
posteriormente presentar los productos de estos antigenos unidos a moléculas clase [ y clase
II del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Ademas, las células presentadoras
de antigeno son las (nicas 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 citotéxicas o bien,
de ayuda, para activar a los linfocitos B o mejorar las funciones de macréfagos y también
de las células dendriticas.

Dentro de las células presentadoras de antigeno profesionales, las células dendriticas
son las dnicas que expresan constitutivamente moléculas coestimuladoras y son, ademds,
las células mas importantes y eficientes en el inicio de una respuesta inmune mediada per
linfocitos T. También existen evidencias que sugieren que las células dendriticas participan

activamente y de forma importante en la direccion de la respuesta inmune adaptativa




(Banchereau, J. y R. Steinman, 1998) y es por esta razon que su estudio ha cobrado gran
importancia en los 1iltimos afios.

Diversos estudios in vitro asi como algunos otros in vivo han permitido establecer
que uno de los factores que promueve la diferenciacion de precursores de células
dendriticas, asi como su maduracion y diversas funciones es ia interaccion CD40/CD154
(Flares-Romo, et, al., 1997; Moodycliffe, et. al., 2000). La importancia de esta interaccién
se describio inicialmente en los linfocitos B, ya que estaba involucrada en su proliferacion,
activacion y generacion de respuestas humorales adecuadas (van Kooten, C. et. al., 1996).
CD40 también es expresado en forma constitutiva tante en precursores como en .células
dendriticas inmaduras y aumenta su expresion en células dendriticas maduras {Péguet-
Navarro, et. al., 1995; Flores-Romo, et. al., 1997). Por otra parte la expresién de CD154 se
induce principalmente en los linfocitos T activados y una caracteristica importante de la
expresion de esta molécula es que es transitoria (van Kooten, C. et. al., 1996). Lo anterior
sugiere que el momento mas importante de la interaccién CD40-CD154 es durante la
presentacion de antigeno de las células dendriticas maduras al linfocito T. Tomando en
cuenta las evidencias de que esta interaccidn es importante para la diferenciacién y
maduracién de las células dendriticas el objetivo de este trabajo es estudiar las
consecuencias que puede tener la expresion temprana y prolongada de la interaccion
CD40/CD154 en las células dendriticas en cuante a diferenciacién, fenotipo, endocitosis y

capacidad de migracion de piel a nédulos linfiticos.




1I. Antecedentes.

a. Células Dendriticas.

i. Caracteristicas Generales.

Las células dendriticas son células de amplia distribucién en el organismo, tanto en tejidos
linfoides como no linfoides. Tienen una morfologia particular la cual les da su nombre y
pertenecen al grupo de células conocido como presentadoras de antigeno profesionales.
Estas células son de vital importancia para el inicio de una respuesta mediada por linfocitos
T o con su participacion.

Varias lineas de evidencia sugieren que las células dendriticas no son una poblacién
homogénea, ya que dentro de éstas células encontramos a las denominadas células
interdigitantes, células “veladas”, células de Langerhans y células dendriticas intersticiales,
Las células interdigitantes se encuentran en 6rganos 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; especificamente en la epidermis. Por dltimo, fas
células dendriticas intersticiales se localizan en la mayoria de los 6rganos, con la excepcion
del cerebro, en los espacios intersticiales drenados por la linfa aferente. Las células
dendriticas intersticiales también se localizan en la dermis (Paul, William, 1999).

Las células dendriticas que se encuentran en tejidos no linfoides y mucosas estan en
un estado inmaduro y su funcién principal es la captacién y el procesamiento de antigenos
y una vez que han hecho esto sufren un procese de maduracidn, que se encuentra asociado
a su migracion hacia dérganos linfoides secundarios, donde su funcion es activar a los

linfocitos T especificos para el antigeno que estin presentando.

ii. Obtencién y Maduracién de Células Dendriticas in virro.
A pesar de que fueron descubiertas hace tiempo, los avances en el conocimiento de las
células dendriticas comenzaron a darse alrededor de 1992, principalmente porque no se
contaba con una buena fuente de célutas dendriticas, ya que éstas se encuentran en
cantidades muy pequeiias en el organismo y no fue sino hasta este afio cuando fue descrito
un método para obtener dichas células in vitre, utilizando precursores de sangre periférica

en presencia del factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos {GM - CSF).



Este método utilizaba como precursores células mononucleares obtenidos de sangre
periférica y requeria de periodos de cultivo de 2 a 3 semanas para la obtencion de células
dendriticas. Estos experimentos permitieron la descripcién de caracteristicas que tenian los
cultivos de dichas células; como el hecho de que formaban agregados de células
(“racimos™} de los cuales se iban desprendiendo las células dendriticas para encontrarlas
flotando en el medio de cultivo (Inaba K, et. al., 1992).

Posteriormente se describieron métodos utilizando otras fuentes de células
precursoras, como médula 6sea de ratén o precursores CD34+ obtenidos de médula ésea
humana y otras citocinas como TNF-a en combinacién con GM-CSF para tratar de
mejorar la eficiencia de obtencion de las células dendriticas maduras. (Inaba er. al., 1992;
Reid et. al, 1992; y Romani et. al, 1994). Una combinacién importantc en este tipo de
cultivos es la de GM-CSF e interleucina 4 (IL-4), ésta ultima se utiliza principalmente
como un factor de inhibicion del desarrollo de macréfagos, lo que permite una mayor
diferenciacion de los progenitores hacia células dendriticas (Romani et. af., 1994).

Los procedimientos mencionades para la obtencion de células dendriticas las
vincularon a la linea 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 combinacion de distintas citocinas, ademds de la utilizacién de precursores
timicos, que se encuentran ligados a la linea 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 dendriticas (Saund;:rs et. al., 1996).

iii. Maduracion de Células Dendriticas in vivo,
En estudios realizados in vivo se determind que las células dendriticas pueden encontrarse
en diferentes estadios de maduracion. Esto es, hay células dendriticas inmaduras y células
dendriticas maduras, y este estado de maduracion se refleja por los marcadores que
expresan en su superficie, la funcién que llevan a cabo y su localizacién en el organismo.
Lo anterior se confirmd con estudios in vitre, que demostraron que al cultivar células de
Langerhans estas maduran y cambian su fenotipo (Péguet-Navarro er. al., 1995).

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

epitelios son capaces de diferenciarse a células dendriticas in vivo. Sin embargo, las células



dendriticas que provienen de monocitos presentan algunas diferencias fenotipicas con
respecto a las células dendriticas derivadas de otras fuentes como las células de Langerhans
(Randolph G. J. er. al., 1999). Asi, las células de Langerhans no son las inicas que pueden
dar origen a células dendriticas después de aplicar un antigeno en piel.

En estudios realizados in vivo, se ha encontrado que la administracion de factores
como LPS, TNF-a e IL-la producen una migracion de células dendriticas, ademas de
cambios fenotipicos asociados a maduracién (Roake J. et. af., 1995). Para facilitar los
estudios in vivo y es necesario obtener mayores cantidades de células dendriticas de los
6rganos 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 Flt3
(FIt3L), un factor de crecimiento que estimula la proliferacion de progenitores y células
estaminales hematopoyéticas. En estos estudios, solo el ligando de Flt3 probé ser una
citocina efectiva en lograr un aumento significativo en el nimero de las poblaciones de
células dendriticas (Maraskovsky E. et. al, 1996). El ligando de Flt3 también ha probado
ser util como suplemento, en cultivos in vitro, para los precursores de células dendriticas
que se obtienen en ausencia de GM-CSF.

Otra interaccion cuya influencia sobre la diferenciacién de precursores y la
maduracidn de las células dendriticas ha sido estudiada es la de CD40/CD154, Esta se
describio inicialmente in vitre cuando se compararon sus efectos con los del TNF-a.
(Sallusto and Lanzavecchia, 1994) y aunque existen algunos estudios in vivo, los modelos
in vitro son los que se han empleado principalmente para el estudio de este estimulo en
células dendriticas.

Asi entre los factores que se han descrito que participan de forma importante en los
procesos de diferenciacion y maduracion finales de las células dendriticas se encuentran el
TNF-a, LPS y CD154.

Las células dendriticas realizan dos funciones distintas pero interdependientes
durante su proceso de maduracion: las células inmaduras captan y procesan los antigenos,

funcién que pierden al madurar pero adquieren la capacidad de activar a los linfocitos T.



Para activar a los linfocitos T las células dendriticas migran de la periferia hacia los
organos linfoides.

Lo anterior es apoyado por evidencias de que la aplicacion sistémica de los
estimulos inflamatorios como TNFa y LPS producen una redistribucién de las células
dendriticas, de manera que las que se encuentran en los 6rganos no linfoides desaparecen
de ellos, (aunque esta desaparicion se asocia mas a migracién que a muerte) mientras que
las células que se encuentran en drganos linfoides, migran de las zonas marginales de éstos,
hacia las zonas de linfocitos T. Durante esta migracidn, ocurren cambios fenotipicos que se
asocian a procesos de maduracién como la movilizacion de moléculas clase 11 de
compartimentos intracelulares hacia la superficie de la célula (De Smet et. al., 1996; Roake
Tet al, 1995).

iv. Subpoblaciones y Marcadores,

Otro de los factores que complicé en los inicios el estudio de las células dendriticas fue la
falta de marcadores especificos, siendo uno de los primeros ¢l reconocido por el anticuerpe
NLDC-145. El antigeno reconocido por éste anticuerpo es denorninado actualmente DEC-
205 y es un receptor de tipo multilectina, el cual, no se expresa en todas las poblaciones de
células dendriticas (Kraal G., et. al., 1986).

Asi debido a la ausencia de un marcador especifico, para el estudio de las células
dendriticas se usan combinaciones de marcadores, entre los que destacan CDllc y una
expresion elevada de moléculas clase II del MHC. Otros marcadores que se expresan
habitualmente en células dendriticas son: CD40, CD80, CD86 y CD58, entre otros. Las
células dendriticas inmaduras, como las células de Langerhans tienen baja expresion de
moléculas de presentacion y coestimulacion, pero su expresion de receptores para Fc es
elevada, ademis de que también expresan la molécula CD40 (Péguet-Navarro et. al., 1995).

Al estudiar las células dendriticas en los diferentes organos linfoides, se ha
encontrado que en el timo murino éstas expresan el marcador CD8 como un homodimero
de cadenas a. En otros 6rganos linfoides del raton, las células dendriticas también pueden
ser subdivididas en células CD8" y CD8 (Vremec e, al., 1992).

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

correlaciona con la de CD8&x y que la mayoria de las células negativas para estos dos



marcadores expresan frecuentemente €l marcador CD11b (Vremec and Shortman, 1997).
Estos acontecimientos apoyan la idea de dos origenes de las células dendriticas, uno
linfoide vinculado con el marcador CD8c y uno mieloide vinculado con la expresion de
CDI11b.

Asi, en varios estudios se han denominado células dendriticas a las células que
expresan CD1 ¢ en elevada proporcién y que, ademas, expresan altos niveles de moléculas
clase II del MHC, que se subdividen en linfoides, cuando coexpresan CD8a y DEC-205
(CD11c" CD8" DEC-205" CD11b); y micloides, que expresan CDI11b (CD1lc" CD§
DEC-205 CD11t%). .

En los nédulos linfiticos de ratén se han encontrado células dendriticas CD8a’
DEC-205" CD11b" y células dendriticas CD8a’ DEC-205" CD11b’, predominando estas
ltimas. También se ha reportado una pequefia poblacién de células dendriticas de nédulo
linfitico que expresa el marcador DEC-205 pero es negativa 0 tiene una expresion muy
baja de CD8o. ademas de ser también CD11b* (Vremec and Shortman, 1997).

En el humano hay una similitud en cusnto a las subpoblaciones de células
dendriticas descritas en el ratdén y pueden ser obtenidas in vitro a partir de precursores
CD34", de médula 6sea o de sangre de corddn umbitical, asi como de monocitos CD14"
cultivados en presencia de GM-CSF e IL-4. Las células obtenidas de esta forma han sido
denominadas células dendriticas mieloides (Young et. al., 1995; Caux ei. al., 1996; Bender
et al., 1996},

Por otro lado las células dendriticas linfoides descritas en el humano, son obtenidas
principalmente a partir de células plasmocitoides aisladas de amigdalas, y se les ha
denominado linfoides ya que carecen de marcadores de linea micloide ademas de que
pueden ser obtenidas en cultivo en ausencia de GM-CSF, siendo en este caso la IL-3 la
principal citocina utilizada (Grouard er. al., 1997; Rissoan ¢t.al., 1999).

En el estudio de las células dendriticas de origen humano ha sido posible establecer
un marcador de maduracidn, la molécula CD83, mientras que en el ratén no ha sido posible
hasta el momento establecer un marcador de maduracién especifico para las células
dendriticas. Las diferencias en fenotipo dentro de las células dendriticas han sido

relacionadas con posibles diferencias funcionales, mismas que seran tratadas mas adelante.



Asi tenemos que, dependiendo del origen de las células dendriticas, ya sea obtenidas
en cultivo o de andlisis ex vivo, asi como si son de origen humano o murino; éstas expresan
una gran vaniedad de marcadores de superficie. En ta Tabla I encontramos un pequefio
resumen de los marcadores expresados por las células dendriticas de ratdn, dependiendo de

su origen.

Tabla 1. Marcadores de Superficie de Células Dendriticas de Raton.

Células Dendriticas Células Dendriticas ex vivo
derivadas in vitro
Marcador de Superficie { Derivadas de CD34" “Mieloides” “Linfoides”
“Mieloides”

CD4 - ++ -
CD8a - +H
CDlla ++ ++ ++
CD11b RS ++ S
CDllc + ++ +
CD30 ++ + +
CD3s + + +
CD95L + + +

MHC Clase 1 + +H ++
MHC Clase II ++ ++ ++
DEC-205 -4 -+ ++

Adaptada de Reid et. al., 2000

v. Funciones.
Las células dendriticas como células presentadoras de antigeno profesionales son capaces
de llevar a cabo procesos de fagocitosis, endocitosis mediada por receptores y
macropinocitosis, ademas pueden procesar antigenos para ser presentados tanto por
moléculas MCH 1, como por moléculas MHC II y estimular linfocitos T virgenes
(Banchereau and Steinman, 1998).

Las células de Langerhans y las células dendriticas obtenidas a partir de cultivos con
GM-CSF e IL-4, sin la adicion de estimulos inflamatorios, poseen un fenotipo considerado

de inmadurez. Sin embargo, con el cultivo van perdiendo gradualmente su capacidad para



captar antigenos solubles. Asi, la principal funcién de las células dendriticas inmaduras
consiste en la captacion de antigenos, ya sea por fagocitosis, endocitosis o
macropinocitosis, seguido de su transporte y procesamiente (Romani N. et al, 1989;
Sallusto and Lanzavecchia, 1994).

La endocitosis que llevan a cabo las células dendriticas inmaduras estd controlada
por GTPasas de la familia Rho, principalmente Cdc42 y Racl y aunque se desconoce
exactamente a que nivel actitan, se sabe que este control ¢s dependiente del estado de
maduracion de a célula, ya que al avanzar el estade de maduracion éstas van perdiendo ia
capacidad de activar Cdc42 y, como consecuencia de ello, disminuye su capacidad
endocitica (Garret er. al., 2000). DEC-205 participa de forma importante en la endocitosis
mediada por receptor en las células dendriticas que lo expresan.

Los procesos de macropinocitosis y endocitosis que no son mediados por receptores
y que llevan a cabo las células dendriticas también son regulados por las acuaporinas, que
son moléculas encargadas de llevar a cabo procesos de intercambio de agua, de esta forma
la célula dendritica es capaz de regular el volumen celular asi como el volumen de las
vesiculas de macropinocitosis, ademas de concentrar los solutos dentro de éstas. Las células
dendriticas inmaduras expresan activamente 3 acuaporinas distintas, la AQP3, AQP7 y
AQP9, donde 1a expresién de las dos primeras se pierde al madurar la célula lo cual esta
relacionado con la poca actividad endocitica que manifiesta una célula dendritica madura.
El bloqueo de la actividad de estas acuaporinas en células dendriticas inmaduras disminuye
su capacidad de macropinocitosis ademas de producir turgencia de la célula con la
consccuente pérdida de la morfologia dendritica (de Baey and Lanzavecchia, 2000).

La disminucion en la endocitosis de las células dendriticas 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 asi su capacidad de
presentacion y estimulacion de linfocitos T,

El procesamiento de los antigenos endocitados también es llevado a cabo por las
células dendriticas cuando atin se encuentran en ¢l estado inmaduro, pero son incapaces de
formar complejos MHC-péptido, ain cuando los antigenos y las moléculas clase I del
MHC se encuentren en los mismos compartimentos. Al recibir un estimulo de maduracién

o un estimulo inflamatorio, los péptidos se unen a las moléculas clase Il y se movilizan de



los compartimentos intracelulares hacia la superficie (Inaba et. af., 2000). La ausencia de
formacion de los complejos MHC-péptide se ha vinculado con la inactividad de la
catepsina 8, que es la encargada de degradar la cadena invariante, y cuya actividad también
parece estar regulada por el estado de maduracién de la célula dendritica (Driessen et. al.,
1999). La presentacion de antigenos que llevan a cabo las células dendriticas ocurre cuando
completan su proceso de maduracion, que es inducido por los estimulos ya mencionados
(LPS, TNF-a, CD154, etc.). Las células dendriticas maduras se caracterizan principalmente
por el aumento en superficie de moléculas de presentacién de péptidos (MHC Ty MHC 1),
coestimuladoras (CD80, CD8&6, CD40), de adhesion como ICAM, asi como expresidn de
nuevos receptores de citocinas y quimiocinas, y disminucién en la expresién de moléculas
relacionadas con la captacion de antigenos. La mayoria de estos estudios se han reaiizado
con células dendriticas obtenidas in vitro,

La migracidn de las células dendriticas esta regulada por la expresion de receptores
para quimiocinas y su respuesta a éstas que, ademas, sigue patrones distintos en las células
dendriticas inmaduras y maduras, Las células dendriticas inmaduras expresan en altos
niveles el receptor CCRS y en bajos niveles el receptor CXCR4 respondiendo
principalmente a quimiocinas como MIP-1a, MIP-18 v RANTES. Este patron de respuesta
a quimiocinas, se ha relacionado con la localizacién o la llegada de las células de
Langerhans y precursores de células dendriticas a los tejidos periféricos (Lin, Chen-Lung
ef. al, 1998). De igual forma se ha caracterizado la importancia que tiene el receptor
CCR&. Este receptor es expresado por células dendriticas derivadas de progenitores CD34”
y se ha observado que en ratones CCR6™ la cantidad de células dendriticas mieloides
{CD11c’ CD11b") 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-3c, un ligando de CCR®, por lo que éste receptor es muy
importante para la localizacién de las células dendriticas en Ia mucosa intestinal (Cook et.
al., 2000).

Al madurar la célula dendritica, se incrementa 1a expresién del receptor CXCR4 y
CCR7 y disminuye la expresion de CCRS. De esta forma la célula dendritica responde

ahora a quimiocinas como MIP-3B y SDF-1, que estdn relacionadas con el fenomeno de




migracién de la periferia hacia los 6rganos linfoides secundarios (Lin, Chen-Lung et. al.,
1998; Jason G. Cyster, 1999).

Dentro de los dérganos linfoides secundarios, las células dendriticas no sélo se
encargan de promover la proliferacién de linfocitos T, ya que también se han relacionado
con una participacion activa en la polarizacidn del tipo de respuesta que se generara, Thi o
Th2.

Algunas células dendriticas al madurar son capaces de producir citocinas,
principalmente TL-12, la cual lleva a los linfocitos T activados de esta forma a producir una
mayor cantidad de INF-y (Heufler et. al.,, 1996). Ademas la produccion de [L-12 se ha
encontrado que las células dendriticas son capaces de producir también IL-18, la cual
potencia la diferenciacién a Thl, iniciada por la IL-12. (Stoll er. al., 1998).

En cuanto a la diferenciacion hacia Th2, se ha encontrado que las células dendriticas
que se encuentran en presencia de IL-10 sen capaces de estimular a los linfocitos T a
secretar IL-4. Dicho efecto se bloquea por la adicion de IL-12 y se favorece por la
presencia de anticuerpos contra ésta citocina (Liu et. al., 1998).

Por este tipo de resultados, algunos autores proponen que el ambiente de citocinas
en ¢l que se encuentra la célula dendritica al momento de captar y procesar el antigeno es
importante para el tipo de respuesta que inducird en los linfocitos T CD4 al momento de
estimularlos; sin embargo, existen otros autores que proponen que el tipo de respuesta que
promovera una célula dendritica esta dada por su origen, mieloide o linfoide.

Es importante mencionar que en relacidn con el patrdn de citocinas liberadas por
células dendriticas mieloides y linfoides, y el tipo de respuesta que favorecen, se han
descrito diferencias entre las células dendriticas murinas y humanas, destacindose que las
células dendriticas CD8a’ o linfoides murinas favorecen respuestas tipo Thl y las
mieloides murinas favorecen una respuesta tipo Th2, caso centrario de lo que ocurre en
humanos para dichas subpoblaciones de células (Reid et. al., 2000; de Saint-Vis et. al.,
1998).

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

dendriticas linfoides y mieloides en el ratdn.



Tabla IL. Produccion de Citocinas y Respuestas T inducidas por las Subpoblacienes de

Células Dendriticas de Ratén.

Células Dendriticas de Ratén

Células Dendriticas Células Dendriticas ex vivo
derivadas in vitro
Citocina Producida Derivadas de CD34" “Mieloides” “Linfoides”
“Mieloides”
IL-10 + +
IL-12 ++ + ++
[NF-y ++ + ++
Respuesta Inducida en Thl / Th2 Th2 Thi
Linfocitos T CD4

Adaptada de Reid e, al., 2000

Lo anterior sugiere que el patron de citocinas que es secretado por una célula
dendritica depende de su subtipo; esto es, la subpoblacidn a la que pertenece y, ademas, que
esto tendria distintas repercusiones en la activacion de linfocitos T y en su polarizacién
hacia Tht o Th2. Sin embargo, en estudios realizados en humanos, se han encontrado que
esto no necesariamente ocurre in vivo, ya que células dendriticas mieloides son capaces de
generar la polarizacién de linfocitos T hacia una respuesta tipo Thl o Th2, dependiendo del
momento en que interactia con el linfocito T posterior a su activacion. (Langenkamp, Anja,
et. al., 2000). También se ha reportado que las células dendriticas derivadas de células
plasmocitoides son capaces de generar una respuesta Thl al estimular linfocitos T (Cella,
Marina, er. al., 2000). Estos resultados muestran a las células dendriticas con una mayor
versatilidad en cuanto a su capacidad de generar respuestas Thl o Th2.

Asi mismo, se han encontrado evidencias de que las subpoblaciones de células
dendriticas CD8” y CDg’, ademds de liberar un distinto patron de citocinas tienen otras
diferencias funcionales.

Lo anterior se propone porque se ha observado que en estudios de proliferacion
realizados en ratones las células dendriticas CD8a estimulan mucho mejor tanto a
linfocitos T CD4" y CD8" que las células dendriticas CD8a".

En cuanto a los linfocitos T CD4", la proliferacién disminuida al ser estimuladas por

células dendriticas CD8o” se asocia a muerte por apoptosis de la célula T en etapas
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tempranas de la estimulacion. Esta apoptosis estd mediada por la célula dendritica & través
de la interaccién Fas/FasL ya que la célula dendritica expresa FasL en su superficie (Siiss
and Shortman, 1994).

La baja proliferacion de los linfocitos T CD8 al ser estimulados por células
dendriticas CD8a.’ es en etapas mas tardias y no estd relacionada con la interaccion
Fas/FasL, sino que se debe a que los linfocitos T CD8 estimulados asi, producen una
cantidad significativamente menor de IL-2 (Kronin et. al., 1996).

Otro papel de regulacién que se ha propuesto para algunas células dendriticas
consiste en la induccion de tolerancia hacia antigenos propios, mediante la captura de
células que han muerto por apoptosis en el estado estacionario o en ausencia de estimulos
inflamatorios (Steinman et. al., 2000).

Actualmente no hay suficicntes evidencias de que las células dendriticas y los
linfocitos B interactien entre si, sin embargo, se ha observado que la presencia de células
dendriticas facilita y promueve una mejor respuesta de formacion de anticuerpos por parte
de los linfocitos B (Ludewig er. al., 2000), aunque esto podria ser indirecto a través de la
activacién de linfocitos T. ‘

En conclusidn, las células dendriticas tienen una participacion importante tanto en el
inicio como en algunos aspectos de la regulacién de la respuesta inmune; y aunque existen
evidencias que parecieran indicar que éstas distintas funciones son llevadas a cabo por
subpeblaciones diferentes de células dendriticas, también hay evidencias que llevan a
algunos autores a proponer que todos los subtipos de células dendriticas son capaces de
llevar a cabo las distintas funciones y que la funcion que realizan depende mas de la forma
en que son activadas y del momento, después de su activacion, en que interactian con los
linfocitos T (Reid er. al., 2000, de Saint-Vis er. al., 1998; Langenkamp, Anja, et. al., 2000,
Cella, Marina, et. al., 2000).

b. CD40 y CD154 (Ligando de CD40).

i. Descripcitn.
La molécula CD154 murina (CD40L ¢ gp39) es una glicoproteina transmembranal de 260
aminodcidos, mientras que su homélogo humano es de 261 aminodcidos. Es una proteina

de tipo 11, esto es que el extremo carboxilo terminal se encuentra en et dominio extracetular
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y el extremo amino terminal se encuentra en el intracetular, E! dominio extracelular de esta
proteina es de 214 aminoicidos en el raton y de 215 en el humano. Ambas moléculas
poseen un sitio de N-glicosilacién conservado y 4 residuos de cisteina en el dominio
extracelular. Tanto en el ratén como en el humano el gen de CD154 es codificado en el
cromosoma X.

Dada la gran homologia estructural de esta molécula y el TNFo, CD154 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 §§, CD27L, CD30L, FasL y OX40L
(Clark L. et. al,, 1996; Laman, 1.D., et. al., 1996). Al igual que el TNF-a la molécula de
CD154 es un homotrimero (Peitsch M. et. al., 1993).

La expresion de CD154 puede ser inducida en linfocitos T CD4" en reposo o
activades, células de nédulos linfiticos activadas y clonas Thl y Th2 activadas. La
expresion de ésta molécula por linfocitos T CD8" puede ser inducida por activacién de la
célula usando una combinacién de jonomicina y PMA. También se ha observado la
expresion de CD154 en células cebadas activadas, plaquetas activadas y baséfilos (Lane,
et.al., 1999).

Una caracteristica importante de la expresidn de CD154 es que ésta es inducible y
transitoria, es decir, solo es expresada por un periodo de tiempo determinado y es durante
este periodo que lleva a cabo todas sus funciones. CD154 también puede ser secretado en
forma soluble resultado de una proteélisis en un compartimiente intracelular.

La funcién de CI>154 se Hleva a cabo por su interaccion con CD40, el cual pertenece
a la familia de los receptores de TNF. CD40 es una proteina integral de membrana de tipo |
de 40 kDa y que posee 40 aminoacidos, caracteristicos de esta familia, con
pseudorepeticiones ricas en cisteina, las cuales tienen alrededor de seis cisteinas. (Laman,
1.D., et. al., 1996).

CD40 se encuentra expresado en varios tipos celulares como progenitores
hematopoyéticos, linfocitos B, linfocitos T, monocitos, precursores de células dendriticas,
células dendriticas inmaduras, maduras, células dendriticas foliculares, células epiteliales,
células endoteliales y fibroblastos. De esta forma las células que expresan CD40 son
capaces de interactuar con CD154 y desencadenando distintos procesos como consecuencia

de ésta interaccion (van Kooten C, et. al., 1996).



ii. Funciones Generales.

La importancia de la interaccién CD40/CD154 se determiné inicialmente en los linfocitos
B porque es necesaria para el desarrollo de respuestas humorales dptimas a antigenos T
dependientes. Los linfocitos B maduros requieren de sefializacién por esta via para llevar a
cabo la proliferacién, activacion y formacion de blastos asi como llevar a cabo cambio de
isotipo de inmunoglobulina, generacion de centros germinales y generacién de memoria,
Esta interaccién produce también, en el linfocito B, un incremento en la expresion de
moléculas de adhesidn como ICAM, y moléculas de coestimulacién como CDS0 y CD86
(van Kooten C. e, al., 1996).

En linfocitos T la estimulacion via CD40 promueve la expresién de moléculas de
activacién como CD55, CD69 y de CD154. Ademas, el entrecruzamiento de CD40 en
linfocitos T resulta en un incremento en la protiferacién y secrecién de INF-y, TNF-a e IL-
2.

Por otro lado los menocitos estimulados por células transfectadas con CD154 secretan
bajas cantidades de IL-6 e IL-8 y elevadas de IL-1, TNF-e, IL-10, MIP-1a e IL-12.
También se ha vinculado la ligacién de CD40 en los monocitos con la activacién de Ia
sintesis de 6xido nitrico.

Por ultimo la ligacién de CD40 en los fibroblastos y sinoviocitos incrementa su
proliferacion, ademads de que provoca un incremento en la preduccién de GM-CSF y MIP-
la por éstos ultimos (van Kooten C. et. al., 1996).

No obstante la interaccion CD40/CD154 no solo tiene consecuencias positivas en
las células, como las ya mencionadas, ya que se han reportado evidencias de que esta
interaccion puede presentar también efectos adversos en las células que reciben la
interaccion CD40/CD154. Ejemplo de esto es el hecho de que la interaccion CD40/CD154
tiene una participacion importante en ia eliminacion de linfocitos B tolerantes por medio de
la induccion de Fas en éstas células (Rathmell, J.C., et. al, 1996; Schattner, Elaine J., ev.
al., 1995). También se ha reportado un fenomeno similar en hibridomas de B y en algunas
células transformadas, en las cuvales la estimulacion con CDI154 induce muerie por
apoptosis, solo que estos casos €sta es independiente de Fas (Bergman, Mary C, er. al,

1996; Hess, Sigrun, 1996).
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Finalmente se ha reportado que la interaccién CD40/CD154 impide a los linfocitos
B llevar a cabe la diferenciacion final a célula plasmatica. En el caso anterior la interaccién
CD40-CD154 participa en la fase de activacién y proliferaciéon del linfocito B, pero un
estimulo prolongado de la interaccién CD40-CD154 hace a la célula insensible a otros
estimulos como LPS y algunas interleucinas, provocando que ésta no pueda diferenciarse a
célula plasmatica y no haya produccién de anticuerpos (Randall, T.D,, et. al., 1998). Estos
estudios sugieren que es importante ¢l momento y el tiempo durante el cual se realiza la
interaccion CD40-CD154.

¢. Participacion de CD154 en la Diferenciacion, Maduracion y Funcion de
Células Dendriticas.

Como ya se ha mencionado, CD154 tiene una participacion importante en la
maduracion y diferenciacién de las célutas dendriticas.

Inicialmente CD154 se describié como una molécula que incrementaba la
supervivencia de células dendriticas en cultivo y posteriormente se demostré que también
era capaz de inducir cambios fenotipicos y funcionales. También, la interaccién de CD154
con CD40 provocaba que las céiulas plasmocitoides (precursoras de células dendriticas)
cultivadas en [L-3 se diferenciaran a células dendriticas, esto ultimo reportado en estudios
realizados en humano (Grouard et. al., 1997).

También se ha descrito que los precursores CD34" aislados de sangre de corddn
umbilical, al ser cultivadas in vitre en presencia de estimulos 2 CD440, ya sea por CD154 o
por un anticuerpo agonista, se diferencian hacia células dendriticas, respaldandose asi la
importancia de ésta molécula no solo como mediadora de la maduracién de las células
dendriticas, sino como un posible factor relevante en la diferenciacion de precursores
hematopoyéticos hacia este tipo celular (Flores-Romo et. al., 1997). Esto sugiere que la
interaccion CD40-CD154 podria ser importante durante la diferenciacion de precursores a
células dendriticas maduras.

Los cambios fenotipicos inducidos en las células dendriticas inmaduras a causa de
la interaccion con CID154 en linfocitos T, son un incremento en la expresiéon MHC 11, asi
como de moléculas coestimuladoras, principalmente CD80, CD86 y de adhesion como

CD34 (ICAM-1). Ademas, la capacidad estimuladora de las células dendriticas disminuye
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cuando se bloquea la interaccion CD40/CD154 (Caux et. al., 1994). Dentro de los cambios
fenotipicos, también se puede mencionar el incremento en la expresién de la fractalcina en
la superficie de las células dendriticas. Esta quimiocina se encuentra asociada a membrana
y s¢ ha pensado que estd relacionada en la interaccién célula dendritica / linfocito T
(Papadopoulos er. al,, 1999),

Por otro lado se ha reportado que la estimulacién con CD154 induce que las células
de Langerhans adquieran la expresién CDS, tanto en estudios hechos in vitro como in vivo
(Anjuére et. al_, 2000).

Tomando en cuenta que primordialimente son los linfocitos T activados los que
expresan CD154 y que esto se da después de la interaccién con la CPA, la interaccion
CD40-CD154 se da durante €l contacto de las células dendritica maduras y el linfocito T,
sin embargo, de acuerdo a los estudios mencionados y tomando en cuenta que tanto los
precursores como las células dendriticas inmaduras expresan también CD40 es posible que
la interaccién CD40-CD154 previa al contacto con ¢l linfocito T pudiera tener
implicaciones en la diferenciacién y maduracion de la células dendriticas.

En modelos de respuesta a tumores, también se ha observado que es vital la
cooperacion célula dendritica / linfocito T CD4" para se lleve a cabo una adecuada
estimulacion de los linfocitos T CD8" y se pueda generar asi una inmunidad protectora
{Mackey et. al., 1998; Hermans et. al., 1999).

También la ligacion de CD40 por parte de CD154 es de vital importancia para que
las células dendriticas produzcan altas cantidades de IL-12. Las cantidades de IL-12
producida como producto de ésta interaccién es mayor que el que se obtiene con otros
estimulos de maduracién como TNF-o. o LPS (Ceila et. al., 1996).

La importancia de CD154 en la produccion de IL-12 se ha puesto de manifiesto en
algunos modelos experimentales donde la falta de ésta molécula esta relacionada con una
pobre funcion de la célula dendritica como célula presentadora de antigeno y una
disminuida produccién de IL-12, que da como resultade una pobre inmunidad protectora en
modelos de respuesta Thl (Mackey et afl, 1998). La IL-12 liberada por las células
dendriticas cumple también funciones autdcrinas incrementande la capacidad de la célula

dendritica para presentar péptidos (Bianchi er. al., 1999).
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Finalmente la importancia de la interaccién CD40/CD154 en la migracion de las
células dendriticas (células de Langerhans) hacia los nodulos linfaticos ha sido demostrada
haciendo uso de modelos de sensibilizacién por contacto, ya que los ratones CD154™ no
son capaces de movilizar a las células de Langerhans fuera de la piel, después de la
aplicacion del estimulo (Moodycliffe er. al., 2000).

Asi, la interaccién CD40/CD154 en las células dendriticas tiene gran importancia en
su diferenciacién, maduracién y funcién, pero ain quedan por resolverse €l momente en

que esta interaccién ocurre y los mecanismos involucrados.



I11. Justificacion y Planteamiento del Problema

Los antecedentes descritos demuestran claramente una participacion de la interaccion
CD40-CD154 en la diferenciacion y maduracién de células dendriticas. Sin embargo, la
mayoria de estudios han sido realizados in vitre y no dejan claro el momento y el tiempo en
el que esta interaccidn es importante para promover la diferenciaciéon y la maduracion de
las células dendriticas. Tomando en cuenta las evidencias experimentales descritas, junto
con el hecho de que CD40 es expresado tanto en precursores de células dendriticas como en
células dendriticas inmaduras es posible que la expresion temprana de esta molécula
favorezca la diferenciacion, migracion de células dendriticas inmaduras a los drganos
linfoides y su maduracion final. Sin embargo, ya que CD154 es expresado principalmente
en linfocitos T activados y en condiciones normales esta expresion es transitoria, es posible
que una expresion temprana y prolongada de esta molécula pueda tener efectos negativos

en los fenémenos antes mencionados. Per lo tanto la pregunta de este trabajo es:

;Qué consecuencias puede tener la expresion temprana y prolongada de un estimulo de
diferenciacion y maduracion como lo es la interacciéon CD40/CD154 en las células
dendriticas en cuanto a diferenciacién, fenotipo, endocitosis y capacidad de migracion de

piel a nodulos linfiticos?
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IV. Hipotesis.
Las células dendriticas residentes en los nddulos linfaticos se encontrardn en mayor
nimero en un ratdn con un estimulo temprano y prolongado de CD 54,
La migracién de células dendriticas de piel a los nédulos linfiticos sera mayor en un
raton cort un estimulo temprano y prolongado de CD154,
La estimulacién continua por CD154 disminuird la endocitosis, pero favorecera la
expresion de moléculas de coestimulacion en las células dendriticas.
Dentro de las células dendriticas residentes en nddulos linfiticos y las que migran a
¢cllos después de un estimulo se¢ encontraran ambas subpoblaciones, micloide y
linfoide, tanto en los ratones normales como en ratones con un estimulo temprano y
prolongado de CD154,
La estimulacion temprana y continua por CD154 puede tener consecuencias
negativas en las células dendriticas en cuanto a su diferenciacion, capacidad de

migracion y maduracion.
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V.  Objetivos.

Determinar si existen diferencias en cuante al numero de células dendriticas en
nédulos linfaticos entre un ratén normal y uno que exprese constitutivamente
CD154.

Determinar si existen diferencias en el numero de células dendriticas que migran de
la piel a los nodulos linfaticos correspondientes después de una sensibilizacién por
contacto entre un ratén normal y uno que expresa constitutivamente CD154.
Determinar la capacidad de captar antigeno y la expresion dc moléculas de
coestimulacién de las células dendriticas en ratones normales y ratones que
expresen constitutivamente CD154.

Caracterizar las subpoblaciones de las células dendriticas residentes en los nddulos
linféticos y las que migran a ellos después de una sensibilizacién por contacto en el
raton normal y en el que expresa constitutivamente CD154.

Determinar si la presencia del estimulo continuo con CD154 pudiera tener
consecuencias negativas en la diferenciacion, migracion y maduracidn de las células

dendriticas.
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VI. Modelo Experimental.

El modelo experimental empleado para llevar a cabo los estudios consisie en el uso de
ratones transgénicos, generados en el laboratorio, que expresan constitutivamente la
molécula CD154 en sus linfocitos B (kEP-CD154-Tg) (Martinez-Barnetche, etal., enviado
a publicacion). Esto se logré acoplando el ¢cDNA de CD134 a un casette formade por el
enhancer intronico de la cadena k de inmunoglobulina y el promotor de la misma. Los
rat.ones obtenidos se retrocruzaron con C57BL/6. En estos ratones, CD154 se expresa desde
ta etapa pro-B de diferenciacion del linfocito B.

La genotipificacién de los animales se realizé mediante PCR (ver Materiales y
Métodos).

Entre las caracteristicas importanies que presentan estos ratones encontramos una
severa deficiencia de linfocitos B en la periferia, que se hace mas marcada a mayor edad
del ratén, Presentan, ademas, infiltrados tisulares y un marcado sindrome de desgaste.

Por otro lado, ¢l modelo elegido para la caracterizacidn de las células dendriticas
que migran de la piel a los nddulos linfaticos fue la fase inicial o aferente de la
hipersensibilidad por contacto (reacciones de hipersensibilidad de tipo IV). Este modelo
consiste en la aplicacidn de un hapteno en la piel, estos haptenos son capaces de absorberse
por la piel y unirse covalentemente a proteinas enddgenas, las cuales son captadas por
células presentadoras de antigeno como las células de Langerhans, las cuales los
transportan hacia los nddulos linfiticos, en lo que se conoce como fase aferente. Una vez
ahi, el antigeno es presentado a linfocitos T CD4” que son los que llevan a cabo la fase
efectora o eferente de la reaccién (Janeway C., et. al., 1999; Klein J. & Hofejdi V., 1997).

En este caso particular, el hapteno es isotiocianato de fluoresceina (FITC), el cual es
aplicado disuelto en una mezcla de acetona / dibutilftalato 1:1 (Ver Materiales y Métodos).
La funcién que cumple el dibutilftalato en este modelo es Ia de facilitar la entrada del
hapteno, esto es, facilita la absorcion del FITC. Se ha demostrado que la aplicacion de
dibutilftalato al sensibilizar piel con FITC eleva significativamente la proporcion de
fluoresceina que es absorbida por piel. No se ha reportado alguna sensibilizacion que ocurra

por parte del dibutilftalato en concentraciones hasta del 10% (Dearmar, et.al,, 1996).
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VII. Materiales y Méfodos.

Animales,

Se utilizaron ratones C57BL/6 y C57BL/6 (kEP-CD154 Tg) descritos anteriormente. 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 estimulo, 2) Ratones con
diluyente {acetona: dibutilftalato, 1:1) y 3) Ratones con diluyente + FITC (FITC (.5% en
acetona: dibutilftalato, 1:1).

Genotipificacién de los Animales, )

La genotipificacién de los ratones se Hevd a cabo mediante PCR a partir de DNA gendmico
obtenido de la cola del ratén. La exiraccion del DNA se realizé utilizando el Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega).

Para la reaccién de PCR se utilizaron iniciadores especificos, cuyo producto es un
fragmento de 0.8 kb que corresponde al cDNA de CD154 en el transgen. Las secuencias de
los iniciadores son: 5’-GGAATTCTFCAGATCATGATAGAAACA-3 vy
5'-GGGCCCTCTAGAAVAGCGCACTGTTCA- 3",

La reaccién de PCR se Hevé a cabo en amortiguador para PCR 1x, MgClL 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 reaccion constd de 35 ciclos. Los productos de
reaccion fueron visualizados por corrimiento en gel de agarosa al 1.2% en TAE a un voltaje

constante de 80 V.

Sensibilizaciéon por Contacto con FITC,
Para llevar a cabo este experimento se requiere de 0.4 mL (2 x 200 pL) de una solucidn
0.5% de isotiocianato de fluoresceina (FITC) preparada en acetona / dibutilftalato (1:1). La
cual se aplica sobre el abdomen rasurado de cada raton.
Después de 16 a 18 horas de la aplicacion del estimulo se prepararon suspensiones
celulares a partir de los nddulos linfaticos correspondientes. Se contaron y analizaron tanto

células totales del nddulo linfatico, asi como células positivas para FITC.
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Preparaciones Celulares.
Los nddules linfiticos se disgregaron por accién mecanica utilizando dos portaobjetos
esmerilados.

Las células fueron obtenidas en PBS/ Suero Fetal Bovino (SFB) 2%/ Azida de
Sodio (NalN;) 0.1%/ EDTA 5 mM. La eliminacion de eritrocitos contaminantes en los casos
en que éstos existieran fue mediante lisis con el amortiguador ACK { NH,Cl 0.15 M,
KHCO; 1.0 mM, Na,EDTA 0.1 mM, pH 7.2 2 7.4},

Citometria de Flujo,
Se utilizaron 1 x10° células para cada tincién, donde éstas fueron incubadas por 30 minutos
en PBS/ SFB 2%/ NaNj 0.1%/ EDTA 5 mM en presencia de diferentes combinaciones de
los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-MHCII-FITC (NIM-R4), anti-MHCII-bio
(NIM-R4), anti- CD8a-PE (PharMingen, San Diego, CA), anti—-CD] l¢-PE (PharMingen),
anti—-CD! lc-bio (PharMingen), y anti~CD11b-APC (PharMingen), anti- CD86-bio (GL-1),
anti-CD54 (ICAM-1)-bio (PharMingen) y controles de isotipo IgGl-PE e IgG2a-PE
(ambos de PharMingen). EI marcaje de los anticuerpos conjugados con biotina se llevd a
cabo utilizado estreptavidina—PerCP o estreptavidina—APC (ambas de PharMingen).

El anélisis de las células se realizo por citometria de flujo de 4 colores utilizando un

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

a. Genotipificacién de los Animales.

Para realizar los experimentos fue necesario conocer primero el genotipo de los
ratones de cada camada utilizada, esto es, cudles eran transgénicos y cuales normales. 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 L. Genotipificacién 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 al 9) Ratones niimero 2 al némero 9; 10) Vacio;

11) Ratén 10; CE) Control Extraccién; CP) Centrol de PCR.

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 normales. E! control de extraccion es un tubo en donde no
se coloca muestra para extracr 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 Dendriticas Residentes en Nédulo LinfFitico.
En este caso se utilizaron ratones transgénicos y normales a los cuales no se les
habia realizado ningun tipo de estimulo, Se extrajeron los nddulos linfiticos y se

procesaron para posteriormente hacer una doble tincién utilizando los anticuerpos anti-
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MHC II-bio y anti-CD11¢-PE, reveldndose el primero con estreptavidina-PerCP, de tal
manera que permitieran reconocer la poblacidn de células dendriticas. La paoblacion de
células dendriticas fue definida como las células que poseian una elevada expresion de
moléculas MHC II y que ademis, eran positivas para el marcador CD1lc (MHC 11"
CDlIc"). Como se muestra en la Figura 2 en ambos ratones el porcentaje de células
dendriticas es muy bajo {0.3% en el ratén normal y 0.5% en el ratén transgénico), aunque

es ligeramente mayor en el transgénico (cuadrante superior derecho).
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Figura 2. Determinacién de Células Dendriticas Residentes en Nédulos Linfiticos. La figura muestra
graficos de densidad de doble fluorescencia de células de ndédule linféticos de ratones no estimulados
analizados por citometria de flujo. En el ¢je X se muestra la tincién con anticuerpos anti-MHC Il yenel gje Y
se muestra la tincién con anti-CD1 Lc. (a} Células sin tefiir, (b) Tincion con controles de isotipo 1gG, e [gG2,,
{c¢) Tincién con anti-MHC I y anti-CD11¢ en ¢l raton normal y ¢n el ratén transgénico (d). Se adquirieron un

total de 105000 células en cada caso. Experimento representativo de 4 independientes.
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¢. Migracién de Células Dendriticas de Piel a Nédulos Linfaticos.

La migracion de células dendriticas de piel 2 nédulos linfaticos se determiné usando
los ratones que fueron estimulados, ya sea con la mezcla dibutilftalato (DBFT)Y/acetona o
con DBFT/acetona + FITC. Las células analizadas en estos ratones fueron tefiidas como en
el caso anterior con anti-MHC {I-bio + estreptavidina-PerCP y con anti-CD11¢-PE, para
seleccionar a las células dendriticas. En la Figura 3 se observa como la aplicacién del
DBFT/acetona por si sola es capaz de inducir la migracién de células dendriticas en el ratén
normal ya que se encuentra un 2.3% de células dendriticas. La aplicacién del
DBFT/acetona + FITC induce todavia mas la migracién de células en el ratén normal
(2.8%). Sin embargo, en el ratén transgénico el porcentaje de células dendriticas en ratones
estimulados con DBFT/acetona es del 0.3% y con DBFT/acetona + FITC de 0.1%. Estos
porcentajes de células dendriticas en los ratones transgénicos estimulados son incluso

menores que en el ratén transgénico sin estimular.

d. Endocitosis de FITC por Células Dendriticas.

La capacidad de endocitosis de las células dendriticas fue evaluada mediante la
aplicacién de FITC en piel, ya que las células que se encuentran en los nddulos linfiticos
que son FITC" son las que provienen de piel, lo que es indicativo de la capacidad
endocitica de las células de Langerhans. La evaluacion de estas células se realizé por
citometria de flujo de 3 colores, uno corresponderia al FITC, otro a la tincién con anti-
MHC Il y otro a la tincion con CD1 1¢, Como se puede observar en la Figura 4, la cantidad
de células capaces de endocitar FITC (FITC") se encuentra muy reducida en el ratén
transgénico, comparado con el normal (0.3% y 1.6% respectivamente). Este bajo porcentaje
de células FITC' correlaciona con la poca migracién de células de piel a nodulos linfaticos
en e} ratén transgénico. Al seleccionar una region de células CD11c" para a partir de ella
analizar la intensidad de fluorescencia de la fluoresceina es posible observar que las células
del ratén transgénico tienen una capacidad disminuida de endocitar FITC, por comparacion
de las intensidades medias de fluorescencia (IMF), 119.9 en el ratén normal por 72.3 en el

ratén transgénico.
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Figura 3. Migracién de células dendriticas a nédulos linféticos. La figura muestra graficos de densidad de
doble fluorescencia de suspensiones celulares de nddulos linfaticos obtenidas 18 horas después de Ia
aplicacidn del estimulo y analizadas por citometria de flujo para la expresion de MHC Il y CD11¢, (2) Ratén
normal estimulado con DBFT/acetona; (b) Ratén normal estimulado con DBFT/acetona + FITC; (c) Ratén
transgénico estimulade con DBFT/acetona y (d) Raton transgénico estimulado con DBFT/acetona + FITC. Se

adquirieron un total de 105000 células para cada caso. Experimento representativo de 4 independientes.
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Figura 4. Endocitosis de FITC por Células Dendriticas. Se analizé por citometria de flujo la endocitosis de
FITC en células de nédulo linfitico de mtones no estimulados y estimulades con DBFT/acetona o
DBFT/acetona + FITC. La endocitosis se muestra en ¢l histograma de la derccha obtenido de la region de
células CDUle’. (2) Ratones normales y (b) ratones transgénicos. (— ) Ratén sin estimular;

{-=--) Ratén estimulado con DBFT/acetona y (—— ) Ratén estimulado con DBFT/acetona + FITC. Se

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

Intensidad media de fluorescencia.

e. Expresidn de Moléculas de Coestimulacidn y Adhesién por Células Dendriticas,
Para determinar si la interaceién CD40/CD154 en los ratones transgénicos inducia
una maduracion previa de las células dendriticas, se examind la expresion de marcadores de
coestimulacién en células dendriticas de ratones nonmales y transgénicos. Las moléculas de
coestimulacién y adhesion analizadas fueron CD86 y CD54, respectivamente. Se comparé

la expresion de estas moléculas en las células dendriticas de nddulos linfiticos en cada
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ratén, normal o transgénico ¥ cn ausencia o presencia de estimulos, El monitoree de estas
moléculas se realizé por citometria de flujo de 3 colores usando anticuerpos anti- MHC II,
anti-CD1lc y anti-CD86 o anti-CD54 segin el caso; haciendo el anilisis de CD86 y CD34
sobre la region de células dendriticas que fueron previamente scleccionadas como células
MHC [I"™ CDlic’ para los ratones sin estimular y estimulados con DBFT/acetona y como
células FITC' CB11c* para tos ratones estimulados con DBFT/acetona + FITC,

En cuanto a la expresion de CD86 es posible observar que el ratén normal cuenta
con altos niveles de expresidn de esta molécula en estado basal, esto es sin estimular, y
dichos miveles se incrementan y se hacen mas homogéncos al aplicar cualquicra de los dos
estimulos. En el caso del raton transgénico, los niveles basales son menores y €stos no se

modifican cuando hay una aplicacién de estimulos.
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Figura 5. Expresidn de CD86 por Células Dendriticas. La figura muestra histogramas para la expresién de
CD86 obtenidos a partir de la region MHC 11" CD11¢” ¥ FITC' CD1Ic” segin el caso. (a) Ratones normales y
(b} ratones transgénicos. (= ) Rardn sin estimular; (C~~" ) Ratdn estimulado con DBET/acetona ¥y (—— }
Raton estimulado con DBFT/acetona + FITC. Se adquirieron un 1otal de 105000 células en cada caso.

Experimento representativo de 4 independientes. IMF= Intensidad media de fluorescencia.

En el caso de CD54 lo que podemos observar en la Figura 6 es que en el ratén nommal la

expresion de esta molécula disminuye ligeramente y se hace mds homoagéneca al aplicar
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cualquicra de los estimulos, 1o que no ocurre en el ratén transgénico, donde incluso a
expreston disminuye cuando es aplicado el estimulo de DBFT/acetona + FITC. Los niveles

de expresion de la molécula CD54 en los ratones transgénicos sen muy heterogéneos.
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Figura 6. Expresién de CD54 en Células Dendriticas. La figura muestra histogramas para la expresion de
CD54 obtenides z partir de la region MHC II* CD1Ic” y FITC™ CD 1 1c” segiin ef caso. (2} Ratones normales y
{b) ratones transgénicos. ( — ) Ratén sin estimular; €--- ) Ratdn estimulado con DBFT/acetonay (—— )

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

f. Subpoblaciones de Células Dendriticas en Nodulos Linfaticos.

Para llevar a cabo el andlisis de las subpoblaciones de células dendriticas, éstas se
seleccionaron como en los casos anteriores (MHC 11 CDI11¢” 6 FITC' CD11c") y en éstas
células sc analizd la expresion de los marcadores CD8a y CDl1lb que definen a las
subpoblaciones linfoide y mieloide respectivamente. Asi, en los ratones que no recibieron
ningiin estimulo, esto es, entre las células dendriticas residentes en nédulo linfatico (Figura
7) hay un predominio de células dendriticas que expresan el marcador CD1lb. Este
predominio es mucho mis significativo en el ratén transgénico. En el ratdn normal se
encuentran células dendriticas que coexpresan los marcadores CD11b y CD8a (38.6%)
pero el nivel de expresion de CD8a en estas células es bajo, mientras que CD1!b se

encuentra expresado en alia cantidad. Lo anterior no ocurre en el ratén transgénico donde [a
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proporcidn  de células  dendriticas CDI1b" CD8a’ se encuentra disminuida
significativamente {15.9%). Ademas, en el raton transgénico se observa un incremento en

el porcentaje de células CD11b* CD8a (51.6%) comparado con €l ratén normal {16.6%)
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Figura 7. Subpoblaciones de Células Dendriticas Residentes en Nédulos Linfatices. La figura muestra
grificos de densidad de células de nédulos linfaticos de ratones sin estimular y analizadas por citometria de
flujo. Las células fucron tefitdas con anticuerpos anti-MHC 11 y anti-CDI1lc para definir la poblacion de
células dendriticas y con anti-CD8a y anti-CD11b para definir las subpoblaciones en la region MHC 11’
CDI11c". {a) Ratén normal y (b) Ratén transgénico. Sc adquirieron un total de 105000 células en ambos casos.

Experimento representativo de 4 independientes,

Al analizar las células de los nodulos linfaticos de los ratones estimulados, esto es, las que
migran de piel, se encuentran grandes cambios en cuanto a la distribucién de células.
Primeramente en los ratones estimulados con DBFT/acetona (Figura 8) es posible observar

que en los ratones normales se incrementa de forma significativa el nimero de células
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dendriticas gue expresan el marcador CD%a., sin embargo, el nivel de expresion de €sta
molécula es similar al mostrado por las células dendriticas del ratén normal sin estimular.
Ademis, es posible distinguir claramente dos poblaciones en cuanto a la expresion del
marcador CDI11b (CD11b™° y CDI1b™°). Estas dos poblaciones se encuentran en
proporciones muy similares, 24.4% y 30.2% respectivamente. En cuanto al ratén
transgénico que Siguié este mismo tratamiento se observa que el nimero de células
dendriticas que expresan CDRo se incrementa ligeramentc en comparacion con el
transgénico no estimulado, sin embargo, solo aparece la poblacién CD11b*"™.
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Figura 8, Subpoblacicnes de Células Dendriticas que Migran de Piel a Nédulos Linfatices. La figura
muestra graficos de densidad de células de nddulos linfiticos de ratones estimulados con DBFT/acetona y
analizadas por citometria de flujo. Las ¢élulas fueron tedidas con anticuerpos anti-MHC [1 y anti-CD1 Jc para
definir la poblacion de céfulas dendriticas y con anti-CD8e y anti-CD}1 1b para definir las subpoblaciones en
la region MHC 1I' CDIIc". (a) Ratdn normal y (b) Raton transgénico. Se adquirieron un total de 105000

células cn 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
comparacion con los casos anteriores. En el raton normal eXiste un incremento en los
niveles de expresion de CD8q, ademas de una disminucion significativa de células CD8a”.
También, ya no es posible diferenciar claramente las poblaciones CDI 16* y CD11b%°,
ademas de que la segunda se incrementa de forma importante (55.9%) en comparacion con
el ratdén que no fue tratado con FITC (30.2%). En el ratén transgénico se mantiene la baja
proporcién de células dendriticas, sin embargo, ahora casi todas son CD8a’ CDI11b%°
(73.5%) contrario al ratén transgénico estimulado con DBF T/acetona, donde predominaban

las células dendriticas CD8a* CD11b™%.
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Figura 9. Subpoblaciones de Células Dendriticas que Migran de Piel a Nodulos Linfatices. La figura
muestra grificos de densidad de células de nddules linfiticos de ratones estimulados con DBFT/acetona +
FITC y analizadas por citometria de flujo. Las células fueron tefiidas con anticuerpos anti-MHC 11 y anti-
CD11c para definir la poblacion de células dendriticas y con anti-CD8c y anti-CD11b para definir las
subpoblaciones en la region MHC [1I” CD1lc". (a) Ratén normal y (b) Ratdn transgénico. Se adquirieron un

total de 105000 células en ambos casos. Experimento representativo de 4 independientes.
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# Células

g. Células Totales y Células Dendriticas Totales.

Debido a que los resultados anteriores reflejan el comportamiento proporcional de
las células dendriticas en los nddulos linfaticos, se consideré importante determinar los
niimeros totales de éstas, ya que el nimero de células obtenidas de nédulos linfaticos de
ratones transgénicos fue menor que el nimero de células que se obtuvieron de los ratones
normales. En la Figura 10 se muestra mediante graficas de barras el nimero de células
totales obtenidas de los nodulos linfiticos de cada grupo de ratones. Como se puede
observar en los ratones normales el nimero de células totales aumenta cuanto se aplica el
estimulo con DBFT/acetona y es ligeramente menor cuando se aflade a este estimulo la
fluoresceina, sin embargo, en este iltimo caso el namero de células es mayor que en el
ratdn que no fue estimulado. En el caso del raton transgénico el comportamiento fue
similar, pero ¢l incremento en el nimero de células es muy reducido y en este raton no hay
un incremento en el nimero de células cuando es aplicado el estimule con DBFT/acetona +
FITC.

Ceélulas Totales

1.0%10%

1000000.0-

Wt s/Est Wtc/Dil Wt/FITC Tgs/Est Tgo/Dil Tg o/FITC
Ratén

Figura 10. Células Totales en Nédulo Linfatico. La figura muestra el nimero total de células obtenidas de
tos nddulos linfiticos de los ratones de cada uno de los grupos. Se muestra el promedio del nimero de células
junto con el error estindar de la media (EEM). W= raton normal; Tg= ratén transgénico; s/Est= ratén sin
estimular; ¢/Dil.= raton estimulado con DBFT/acetona; ¢/FITC= ratén estimulado con DBFT/acetona + FITC,

Se contd con un promedio de 4 ratones por grupo.
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En la Figura 11 se muestran los porcentajes de células dendriticas encontrado en cada grupo
de ratones, en el ratén normal este porcentaje se incrementa cuando los ratones se
estimulan, ya sea con DBFT/acetona o con DBFT/acetona + FITC siendo en este iltimo
grupo donde se encuentra el mayor porcentaje de células dendriticas. En el ratén
transgénico se observa un comportamiento similar al que se observé en el nimero total de
células, incrementindose el porcentaje de dendriticas del ratén sin estimular al estimulado
con DBFT/acetona y no observandose ningln incremento en el ratén estimulado con
DBFT/acetona + FITC, s6lo que en este caso el porcentaje de dendriticas en este iltimo

raton es ligeramente mayor que en e! raton sin estimular.

% Células Dendriticas

Porcentaje

Wt s/Est wto/Dil Wto/FITC Ty s/Est Tg </Dil Tg o/FITC
Ratén

Figura L1. Porcentaje de Células Dendriticas en Nédulo Linfitico. La figura muestra los porcentajes de
células dendriticas obtenidas de los nddulos linfaticos de cada grupo de ratones. Las células dendriticas se
definieron como células MHC [I' CD1ic”. Se muestra el promedio del porcentaje de células junto con ¢l ervor
estindar de ta media (EEM), Wit= ratén normal; Tg= ratén transgénico; s/Est= ratén sin estimular; ¢/Dil.=
raton estimulado con DBFT/acetona; ¢/FITC= ratdén estimulado con DBFT/acetona + FITC. Se conté con un

promedio de 4 ralones por grupo,

Por ultime, haciendo uso del nimero total de células y del porcentaje de células dendriticas
fue posible determinar el nimero total de células dendriticas en los nodulos linfiticos de

cada grupo de ratones (Figura 12). Este resultado es muy similar al que se obtiene para el
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nimero total de células. En el caso del ratén normal el nimero de células dendriticas totales
es practicamente 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 ¢l mayor
nimero de célutas dendriticas se encuentran en el grupo de ratones estimulados con
DBFT/acetona y no se observa ningtn incremento en el grupo de ratones estimulados con

DBFT/acetona + FITC.

Células Dendriticas Totales
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Figura 12, Células Dendriticas Totales en Nédulo Linfitico. La figura muestra el nimero de células
dendriticas totales obtenidas de los nodules linfiticos de los ratones de cada uno de los grupos. Las células
dendriticas se definieron como células MHC 11" CD11c’. Se muestra el promedio del niimero de células junto
con ¢l error estandar de la media (EEM). Wt= ratén normal; Tg= ratén transgénico; s/Est= raton sin estimular;
¢/Dil.= raton estimulado con DBFT/acetona; ¢/FITC= raton estimulado con DBFT/acetona + FITC. Se contd

con un promedio de 4 ratones por grupo.
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I1X. Discusion.

Debido a la gran importancia que tiene la interaccién CD40/CD154 sobre las células
dendriticas, se estudié en un modelo de ratdn transgénico que expresa de forma constitutiva
CDI154, las consecuencias que ¢l estimulo temprano y prolongado por parte de ésta
molécula podia tener en la diferenciacion, migracién asi como en la maduracién de las
c€lulas dendriticas. Para ello se utilizé el modelo de sensibilizacién en piel evaluandose las
células dendriticas residentes en los nddulos linfiticos y las que migran de la piel a los
nodulos linfiticos después de la aplicacién de un estimulo.

Al estudiar las células dendriticas residentes en los nddulos linfiticos se encontro
un ligero aumento en cuanto a su proporcion en los ratones transgénicos, sin embargo, et
niimero total era menor que en los ratones normales. Este resultado es contrario a lo que se
suponia ya que se ha demostrado que, al menos in vitro, CD154 favorece la diferenciacion
de precursores a célutas dendriticas {Flores-Romo et. al,, 1997). Estudios realizados en
nuestro laboratorio utilizando el mismo ratén transgénicol han mostrado que hay una
disminucién en el ndmero 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 disminucion en
las células dendriticas residentes de los nédulos linfaticos sea consecuencia también de
defectos en la ontogenia de los precursores de las células dendriticas en la médula dsea por
la interaccion temprana con CD154.

Por otro lado, los resuitades muestran también que la sola aplicacion de la mezcla
DBFT/acetona es capaz de inducir la migracidn y maduracidn de las células dendriticas 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 concentraciéon maxima de
dibutilfialato utilizada es del 10% mientras que en nuestro estudio la concentracion fue del
50% vy esto pudiera ser la causa de la diferencia en los resultados.

Al evaluar la migracion de células dendriticas de piel a nodulos linfaticos, donde
también se ha demostrado la importancia de la interaccidn CD40-CD154 (Moodycliffe er.
al., 2000) se encontrd que, en el ratén transgénico la capacidad de migracién disminuyo,
asi el nimero de células dendriticas que se encontraron en los nddulos linfaticos después de

la aplicacion de un estimulo fue menor que en el ratén normal. Este resultado genera
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nuevamente 1a posibilidad de que exista un defecto en la diferenciacion de los precursores
de células dendriticas y que éstos no estén llegando a la piel o de forma alternativa que el
problema sea en la migraci6n.

En caso de que el problema sea en la migracidn, en el estudio de Moodycliffe se
reportd que en ausencia de CD154 los ratones presentaban una regulacion aberrante en la
produccion de TNFa cutineo y posiblemente esta era la razén por la que las células
dendriticas eran incapaces respender a estimulos y migrar, por lo que es posible que en el
modelo de raton transgénico utilizado en el presente trabajo la interaccion prolongada de
CD154 con su ligando altere los niveles de TNFa y por lo tanto se inhiba la migracion.

Por otro lado se encontrd que la capacidad de endocitosis se vié disminuida en las
células dendriticas del raton transgénico, lo que podria relacionarse con una maduracién
temprana de la célula, pero al estudiarse moléculas que modifican su expresién con la
maduracion de la célula dendritica como CD86 y CD54, se observé que los niveles de estas
moléculas no se modifican significativamente con respecto al basal, lo que se podria
relacionar a un proceso de maduracion inadecuado. Esto podria explicarse si se considera
que el estimulo temprano de CD154 en la célula dendritica 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 dendriticas de
incrementar los niveles de CD86 y CD54 puede ser producto directamente de la interaccion
temprana con CD154 y no tanto por la falta de endocitosis, ya que en el ratén normal en
ausencia del estimulo endocitico (FITC) si se observa un incremento en la expresion de
CD86 y CD54 lo que no ocurre en el transgénico que siguid el mismo tratamiento. A pesar
de que las células en las que se estudié la endocitosis y expresion de CD86 y CD54 sen
muy pocas, las diferencias en fenotipo que presentan, en cuanto a su expresion de los
marcadores CD8a y CD11b, comparado con las células residentes de nédulo apoyan el
hecho de que estas células provienen de la piel.

Con respecto a los estudios hechos para determinar las subpoblaciones de las células
dendriticas se encontrd que las que migran de piel a nodulos linfaticos adquieren la
expresion del marcador CD8a. Este resultado esta de acuerdo con lo reportado por Anjuére
et. al. Sin embargo, este mismo hecho se contrapone al concepto de que las células de

Langerhans son de origen mieloide y como tales deberian dar origen a células dendriticas
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mieloides que no expresan CD8a. Asi se podria suponer que las células de Langerhans son
capaces de dar origen a ambos tipos de células dendriticas CD8a” y CD11b", linfoides y
mieloides respectivamente. Por lo anterior, también seria posible considerar que el
marcador CD8a mas que un marcador de linaje podria ser un marcador de maduracién en
lo que respecta a las células dendriticas.

Por otro lado en el ratén transgénico parece que la poblacién CD8a' de las células
dendriticas es la que se encuentra principalmente afectada lo que nos llevatia a pensar en
qﬁe las dos subpoblaciones responden de forma distinta a la presencia prolongada de
CDI154 ¢ incluso a apoyar los resuitados que proponen que su origen es distinto, La
diferencia en cuanto al origen podria apoyarse en que los linfocitos B que son de linaje
linfoide también se encuentran disminuidos en este ratén.

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 diferenciacion y
funciones de las células dendriticas, resaltando asi la importancia que tiene el hecho de que
la expresion de esta molécula en condiciones normales sea inducible y transitoria en el
tiempo. Lo anterior tiene implicaciones ya que una expresion inadecuada o una interacci6n
temprana de esta molécula con precursores de células dendriticas o células dendriticas
inmaduras podria interferir de manera importante en la generacion de una respuesta

inmune.
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X. Conclusiones.

El nimero de células dendriticas residentes en nddules linfiticos es menor en el
ratén transgénico.

La capacidad de migracién de las células dendriticas de piel a nédulos linfiticos se
encuentra disminuida en el raton transgénico.

La capacidad de endocitosis y la expresion de CD84 y CD54 se encuentran
disminuidas en el ratn transgénico.

Las células dendriticas que migran de piel a nédulos linfaticos expresan e! marcador
CD8a y esta subpoblacidén es la que se encuentra principalmente afectada en el
raton transgénico,

El estimulo temprano y prolongado por CD154 que tienen los ratones transgénicos
podria ser el responsable de los efectos negativos observados en las células

dendriticas.
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