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I. RESUMEN

Las células dendriticas se encuentran localizadas practicamente en todos los tejidos,
incluyendo los sitios de entrada de antigeno como piel y mucosas. Estas células
capturan estos antigenos, los procesan y migran hacia los ganglios linfaticos, donde
Ilevan a cabo la presentacion a los linfocitos T. Al contactar el antigeno, en la célula
dendritica se induce un proceso de maduracion que consiste, entre otros aspectos, en el
aumento de moléculas MHCII asi como de las moléculas coestimuladoras CD80 y
CD86 en la superficie celular. De la misma manera se induce el aumento en la expresién
del receptor de quimiocina CCRY7, cuyos ligandos, las quimiocinas CCL19 y CCL21, se
encuentran en vasos y ganglios linfaticos. CCL19 y CCL21 atraen a las células
dendriticas desde el lugar donde capturan hasta el lugar donde presentan el antigeno.
Recientemente se ha observado que en ausencia de los ligandos para CCR7 se induce en
las células dendriticas un fenotipo “parcialmente maduro”. Sin embargo los mecanismos
involucrados en este proceso aln no se han descrito. Los receptores de quimiocinas
estan acoplados a proteina G heterotrimérica; ademas, algunos actlan a través de la via
Jak/Stat. Asi, trabajos realizados en el laboratorio indican que la estimulacion de
timocitos con los ligandos CCR7 induce la fosforilacion de la cinasa Jak3; ademas, los
timocitos de ratones deficientes en Jak3 presentan una marcada inhibicién en su proceso
de migracién hacia los ligandos de CCR7, CCL19y CCL21.

En este trabajo analizamos la participacion de CCR7 y Jak3 en los
procesos de migracion y maduracion de células dendriticas. Utilizando células
dendriticas derivadas de médula 6sea de ratones deficientes en Jak3 hemos encontrado
que la migracion in vitro e in vivo se encuentra inhibida en ausencia de esta tirosina
cinasa. De la misma manera, la expresién de marcadores de maduracion después del
estimulo con LPS se ve afectada negativamente por la falta de Jak3. Estos resultados
indican que la via de sefializacion mediada por Jak3 tiene un papel importante en estos
procesos.



Il. ABSTRACT

Chemokines are important regulators of leukocyte migration. We are
interested in the molecular mechanisms controlling chemokine mediated
responses. In particular, we have investigated the role of the Jak/Stat
pathway in chemokine receptor signalling. Recently, it was shown that
CCR7 mediated signals are important for dendritic cell (DC) maturation and
homing to the lymph nodes. We have previously shown that Jak 3 is
involved in chemokine receptor signalling in murine thymocytes and bone
marrow progenitors. Here we have used a Jak 3" mouse model to investigate
its role in CCR7 mediated DC migration and maturation. We have found that
there are no differences in the generation of DCs from Jak 3" bone marrow
progenitors, when compared to wild type cells. However, phenotypic
analysis of the bone marrow derived DCs obtained from Jak 37 mice showed
reduced expression of costimulatory molecules compared to wild type,
suggesting that Jak 3 is required for DC maturation. In addition, when we
analyzed the migration of Jak 37 and wild type mature DCs in response to
CCL19 and CCL21 in vitro, we found that the absence of Jak 3 results in an
impaired chemotactic response towards these ligands. This decreased
migration was not due to reduced levels of CCR7 expression on Jak 37 DCs.
To investigate the homing capacity of Jak 3" DCs in vivo, we performed
adoptive transfer assays using Jak 3" GFP positive or Jak 3" GFP positive
donor cells into C57/BL6 recipients and showed that Jak3 was required for
the entry of mature DCs into skin-draining lymph nodes. Finally, we
performed DTH experiments to asses DC function and showed that
Langerhans cells from Jak3-/- mice were found in reduced numbers in the
skin, after a second challenge in a sensitization contact assay, as compared
with wild type mice. Therefore, our data provides strong evidence that Jak3
is important for dendritic cell maturation and migration through its
involvement in CCR7-mediated signalling.



I. INTRODUCCION

La respuesta inmune innata se compone de barreras fisicas, como la piel y las mucosas;
y de células como los neutrofilos, macrofagos y Ceélulas Dendriticas (CDs) entre otras,
que reconocen antigenos de manera “inespecifica” a través de Receptores de
Reconocimiento de Patrén (PRR) como los Receptores Tipo Toll. Los antigenos
reconocidos por los PRR son moléculas como el LPS, el dsSRNA 'y el CpG no metilado,
los cuales reciben el nombre de PAMPs (Patrones Moleculares Asociados a Patogenos).
El reconocimiento de PAMPs conduce a la secrecidn de citocinas y quimiocinas, y a la
activacion de células que contribuyen a la eliminacién del antigeno 2.

Para inducir la respuesta inmune adaptativa, en la cual los antigenos son reconocidos
por receptores especificos como el TCR y el BCR, el antigeno debe ser conducido hasta
los ganglios linfaticos, lugar donde se encuentran los linfocitos T virgenes; estas células
deben ser activadas mediante la presentacion de antigeno que es llevada a cabo por las
CDs. Estas ultimas son Células Presentadoras de Antigeno Profesionales (APC), que
poseen la capacidad de ingresar a los ganglios linfaticos gracias a que expresan el
receptor de quimiocinas CCR7, cuyos ligandos, las quimiocinas CCL19 y CCL21 se

localizan en tejido linfoide *.

En periferia, las CDs reciben el nombre de inmaduras. Estas células cuentan con una
gran capacidad para capturar antigeno, pero no tienen capacidad presentadora;
reconocen PAMPs como LPS y otros estimulos inflamatorios como TNF-a y CD40-
ligando, que conducen al proceso de maduracion de la célula dendritica, el cual consiste
en el aumento de moléculas coestimuladoras como CD80, CD40 y CD86 en la
superficie celular. La maduracion de células dendriticas les permite presentar el
antigeno en un contexto que ind uce la activacion de linfocitos T. Asimismo, las CDs

aumentan la expresion del receptor de quimiocina CCR7, el cual les permite migrar



hacia los ganglios linfaticos siguiendo la interaccién con sus ligandos, las quimiocinas

CCL21 (en vasos linfaticos) y CCL19/CCL21 (en ganglios linfaticos) *.

Las quimiocinas son proteinas de bajo peso molecular conocidas principalmente por su
capacidad de inducir quimiotaxis celular tanto en procesos inflamatorios como
homeostaticos. Son producidas por leucocitos, células endoteliales y epiteliales. Activan
receptores de siete hélices transmembranales acoplados a una proteina G heterotrimérica
(GPCRs), la cual se disocia al interaccionar el ligando (quimiocina) con su receptor,
activando diversas vias de sefializacion que inducen la activacion de MAPK, aumento
en el flujo de calcio y rearreglo del citoesqueleto, promoviendo la migracion de la
célula >°. Recientemente se ha visto que algunos receptores de quimiocinas pueden
activar la via Jak/STAT ’. Esta via de sefializacion se activa normalmente con
receptores que no poseen actividad enzimatica, pero que se encuentran estrechamente
asociados cinasas de tirosina, en este caso las Jaks. En la via Jak/Stat, la union del
ligando con su receptor, induce la dimerizacion de éste ultimo; las Cinasas de Janus
(Jak) que se encuentran asociadas al receptor se fosforilan y transfosforilan al receptor
en un residuo de tirosina, lo cual permite el reclutamiento de las proteinas STAT (Signal
Transducer and Activators of Transcription), su consecuente fosforilacion, dimerizacion
y translocacion al nucleo para unirse a secuencias especificas de DNA promoviendo la
transcripcion de diversos genes ®. La dimerizacion del receptor es necesaria para la
activacion de la via Jak/STAT. En este sentido, se ha observado que las quimiocinas
pueden inducir dimerizacion de sus receptores y que este proceso es necesario para la
activacion de la via Jak/STAT mediada por quimiocinas. Entre los receptores de
quimiocinas que sefializan a través de la via JAK/STAT estdn CCR2, CCR9, CCR5,
CXCR4 y CCR7. CCRY7 se expresa en linfocitos B, LT virgenes y células dendriticas

maduras; se encuentra implicado en el “homing” de éstos tipos celulares hacia érganos



linfoides. Asi por ejemplo, las células dendriticas del raton deficiente en CCR7
presentan una migracion muy reducida hacia ganglios linfaticos °. Sin embargo, la
importancia del estimulo a través de CCR7 inducido por CCL19 y CCL21 sobre células
dendriticas no se debe Unicamente a su efecto quimioatrayente hacia el sitio de

presentacion de antigeno *°.

En trabajos realizados en nuestro laboratorio en células de médula 6sea, timocitos y
células de ganglios linfaticos, se ha observado que Jak3 se encuentra involucrado en la
sefializacion a través de CCR7. Jak3 es uno de los cuatro miembros de la familia de
cinasas de tirosinas de Janus. Es expresada principalmente por células de origen
hematopoyético y se asocia con receptores de citocinas que poseen la cadena y comun
(yc) cuyos ligandos son IL-2, 5, 7, 9y 15 **. Esta cinasa ha sido ampliamente estudiada
debido a que su carencia produce falla en el desarrollo de linfocitos T causada entre
otros aspectos, por la falta de sefializacion inducida por IL7.

La maduracion de células dendriticas puede ser inducida tanto in vivo como in vitro por
estimulos como LPS, TNF-a y CD40-L. CD40-L se une a CD40 activando
Jak3/STATb5a. De esta manera, se ha reportado que células dendriticas que han sido
maduradas con CD40L expresan menor cantidad de marcadores de maduracion cuando
han sido tratadas con un inhibidor de Jak3 *2.

La evidencia de que Jak3 es importante para la sefializacion de CCR7 en linfocitos T y
timocitos y siendo este receptor importante tanto para la maduracién como para la
migracion de células dendriticas, nos llevo a enfocarnos en este trabajo en elucidar el

papel de Jak3 en estos dos procesos en células dendriticas.






IV. ANTECEDENTES
1. QUIMIOCINAS

Las quimiocinas son citocinas de bajo peso molecular (8-14Kda) producidas tanto por
leucocitos como por células endoteliales, epiteliales y fibroblastos. Se caracterizan por
poseer cuatro cisteinas conservadas en el extremo N-terminal; la primera unida por un
puente disulfuro a la tercera y la segunda a la cuarta. Hasta el momento se han
identificado cerca de 50 quimiocinas y 20 receptores. Estas proteinas se clasifican en
cuatro familias denominadas CC (quimiocinas ), CXC (quimiocinas o), XC y CX3C,
donde X representa los aminoéacidos en medio de las primeras dos cisteinas. Por otra
parte, la familia CXC se divide en dos grupos dependiendo de la presencia del motivo
ELR (Glu-Leu-Arg) antecediendo a la primera cisteina. Este dominio es critico para la
activacion de las quimiocinas que lo poseen **°. La funcién principal y mas conocida de
las quimiocinas es dirigir la migracion celular tanto en procesos de inflamacion como en
homeostasis; sin embargo, la sefializacion inducida por estas proteinas resulta también
en procesos como angiogénesis, angiostasis, degranulacion de leucocitos, diferenciacion

celular y maduracién de células dendriticas ** *° °,

Las quimiocinas también se
encuentran implicadas en varias enfermedades inflamatorias como asma, artritis
reumatoide y aterosclerosis entre otras. Sumado a esto, desempefian un papel importante
en la metastasis de cancer y la entrada de VIH a linfocitos a través de los receptores
para quimiocinas CXCR4 y CCR5 ' ° Por esta razén, su estudio ha cobrado
importancia enfocandose en la busqueda de agonistas o0 antagonistas que permitan
controlar la funcion bioldgica de las quimiocinas. Sin embargo, la redundancia que

presentan estas moléculas funcionalmente, dificulta encontrar agonistas/antagonistas

que bloqueen o promuevan una respuesta especifica.



In vivo, las quimiocinas se unen a glicosaminoglicanos de heparan sulfato en la
superficie de células endoteliales para generar gradientes de concentracién que los
leucocitos perciben a medida que los receptores que se encuentran en su superficie se
unen a sus respectivos ligandos. En una serie de pasos que incluyen el rodamiento, la
adhesion firme y la transmigracién, que se resumen en el denominado “modelo de
multiples pasos”, las células pasan del torrente sanguineo al interior de ganglios

linfaticos, 6rganos o tejidos tanto en inflamacién como en homeostasis *.
1.1 Un Poco de historia

A pesar de que fue CXCL8 (IL8) la primera quimiocina que se describid en 1987, desde
hacia algunos afios atras, a principios de los setenta, se tenia indicios de que moléculas
que se encontraban en sobrenadantes de células mononucleares activadas de sangre,
ejercian funcién quimioatrayente para monocitos y neutrofilos. Después fueron
identificados otros factores como el TDCF (Tumor-derived chemotactic factor), que
ahora se denomina CCL2, y el SMDFC (Smooth muscle derived cell factor) los cuales
inducian migracion para monocitos y células mononucleares respectivamente. IL8 fue
descubierta a raiz de experimentos realizados con la citocina IL1 purificada, la cual no
era capaz de inducir ni activacién ni reclutamiento de neutréfilos, propiedades que se le
habian atribuido anteriormente a esta molécula. Esto condujo a pensar que estas
actividades bioldgicas eran consecuencia de factores contaminantes. Sumado a esto se
descubri6 que IL1 y TNF-a eran capaces de inducir la expresion de otras citocinas, lo
cual llevé a la busqueda e identificacion del factor activador de neutréfilos, denominado
CXCLS8. La quimiocina CCL2 (Monocyte chemotactic protein 1) fue descrita en 1989
por varios grupos al ser aislada de sobrenadantes de un glioma humano, una linea

celular mielomonocitica y una de fibrosarcoma *° %°.



Los receptores para CXCL8 fueron clonados en 1991, y el hecho de que su activacion
bioldgica en neutréfilos fuera bloqueada con toxina pertusis indicaba que la
sefializacion inducida a través de receptores de quimiocinas era similar a la atribuida a
otros factores quimioatrayentes como los péptidos formilados (FMLP), los cuales
inducen respuesta bioldgica a través de receptores de siete hélices transmembranales

que se encuentran acoplados a proteina Gai 2* % %,

1.2 Clasificacion: A pesar de que las quimiocinas tienen una baja similitud en cuanto a

245 Las dos

secuencia de aminoacidos, su estructura terciaria es muy semejante
principales familias son la CXC a la cual pertenecen quimiocinas que poseen un solo
aminoacido entre las primeras dos cisteinas y la CC cuyos miembros no poseen
aminoacidos entre las primeras dos cisteinas. Estas familias cuentan con
aproximadamente 15 y 26 miembros respectivamente (algunos ligandos solo existen en
raton como CCL12 y CCL9/10). La familia XC, cuyos miembros poseen un solo par de

cisteinas, se compone de dos miembros, XCL1 (linfotactina) y XCL2 (SCM-1b).
Linfotactina ejerce actividad quimiotactica sobre linfocitos pero no sobre monocitos o
neutréfilos %°. La familia CX3C tiene como Gnico miembro a CX3CL1 (Fractalcina), la
cual se expresa principalmente en sistema nervioso central. Esta se puede encontrar
tanto unida a la membrana como de forma soluble. En su forma soluble tiene actividad
quimiotactica, mientras que unida a la membrana funciona como molécula de adhesién

entre las células que la expresan y aquellas que poseen el receptor (Figura 1) %%,



Figura 1. Clasificacion estructural de las quimiocinas. Estas proteinas se clasifican en
cuatro familias dependiendo de la posicién de los residuos de cisteina de la regiéon N-
terminal. Entre estos residuos podemos encontrar 0 no aminoacidos. En esta figura,
junto a cada familia encontramos los ligandos que pertenecen a dicha familia y sus

respectivos receptores. C: Cisteina. X: Aminoacidos. (Tomado de Rostene, 2007)

1.3 Nomenclatura: Anteriormente, las quimiocinas eran agrupadas en homeostéaticas e
inflamatorias. En el primer grupo se encontraban aquellas quimiocinas que se secretan
“constitutivamente” y que participan en procesos como hematopoyesis en médula 6sea

y timo, y aquellas que tienen un papel en la iniciacion de la respuesta inmune en bazo,



RECEPTOR LIGANDO(S) LIGANDO(S)
(Nomenclatura (Nomenclatura
Actual) anterior)

CXCR1 CXCL8, CXCL6 IL8, GCP-2

CXCR2 CXCL1, CXCL2, |IL8, GCP2, Gro a, Gro
CXC CXCL3, CXCL5 B, Groy, ENA-78

CXCR3 CXCLD9, CXCL10, MIG, IP10, I-TAC

CXCL11

ganglios linfaticos y placas de peyer. En el segundo grupo, como su nombre lo indica se
ubicaba a aquellas quimiocinas que se secretan tras estimulos inflamatorios, infeccion,
dafio en tejidos y en tumores . De la misma manera, anteriormente las quimiocinas
eran denominadas dependiendo de su localizacién, o de las células que atraen y/o
secretan; asi por ejemplo encontramos a las quimiocinas MIP (Macrophage inflamatory
proteins) o las MCP (Monocyte chemotactic proteins). En la actualidad estos nombres
se siguen siendo utilizados por algunos investigadores; sin embargo, debido al gran
numero de miembros con que cuenta esta familia, fue necesario realizar un consenso y
emplear una nomenclatura sistematica. Por esta razén, a partir del afio 2000 las
quimiocinas se denominan dependiendo a qué familia pertenecen (de la misma manera

se nombra a los receptores) seguidas por un niimero (tabla 1) %

1.4 Estructura: Las quimiocinas poseen de 67 a 127 aminoacidos. La identidad de sus
secuencias varia de menos del 20% a méas del 90%. Sumado a esto, existen
modificaciones postranscripcionales llevadas a cabo por diversas proteasas que ejercen
actividad enzimatica en la region amino terminal de las quimiocinas dando como
resultado proteinas NH2-truncadas. Estos productos difieren de la proteina completa y
por lo tanto varian en su capacidad para unirse y activar a sus receptores. Entre estas
proteasas encontramos a CD26, una enzima unida a membrana presente en células
hematopoyéticas estimuladas que corta en la posicion 2 de la region N-terminal de

varias quimiocinas®. Las metaloproteasas de

CXCR4 CXCL4 SDF-1/PBSF
CXCR5 CCL13 BCL/BCA-1




CXCR6
CCR1 CCL3, CCL4, CCL5, MIPla, MIP1p,
CCL14, CCL15, CCL16 RANTES, HCC-1,23Y
fi
CCR2 CCL2, CCL8, CCL7, MCP1, MCP2, MCP3,
CcC CCL13 MCP4
CCR3 CCL11, CCL24, CCL7 [Eotaxin-1, eotaxin-2,
MCP3
CCR4 CCL17, CCL22, CCL3, [TARC, MDC, MIP-1q,
CCL5 RANTES
CCR5 CCL3, CCL4, CCL5 MIP-1ca,, MIP-
168, Rantes
CCR6 CCL20 MIP-a/LARC/Exodus-
1
CCR7 CCL19, CCL21 MIP-3B/ELC,
6CKine/SLC, exodus-2
CCR8 CCL1 1-309
CCR9 CCL25 TECK
CCR10
CCR11
XC XCR1 XCL1, XCL2 Linfotactina, SCM-1p
CX3C CX3CR1 CX3CL1 Fractalcina

Tabla 1. Clasificacion de las quimiocinas en cuatro familias; su nomenclatura actual y

su nomencaltura anterior.

matriz (MMPs) gque han sido involucradas en la degradacién de las quimiocinas MCPs
(CCL2, 7, 8, 11 y 13) y CXCL12. Estas son producidas por leucocitos y células de
estroma durante procesos inflamatorios y sus productos de degradaciéon conservan la
capacidad para unirse al receptor; Asi, en el caso de CCL7, CCL8 y CCL13, los
productos resultado del procesamiento enzimatico funcionan como antagonistas de la
migracion. Fractalcina (CX3CL1) también puede ser degradada por MMPs,
especificamente por MMP-2 en un mecanismo que la libera de la membrana celular *.
Asimismo, una enzima, la Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa) convertidora, es capaz
de liberar a fractalcina de la membrana celular. Existen también microorganismos
capaces de inducir la degradacién de quimiocinas a través de la generacién de proteasas,

y modular asi la respuesta quimiotactica de leucocitos. Por ejemplo, la proteasa de



cisteina de Entamoeba histolytica, EnCP2 que corta las quimiocinas CCL2, CCL13 y
CXCLS8, disminuye la capacidad de estas quimiocinas para inducir migracion en

monocitos y granulocitos .

Solo 2 de las quimiocinas, la CXCL16 y la CX3CL1, se encuentran unidas a membrana.
Seguido a su dominio NH2-terminal se encuentra un dominio parecido a mucina de
aproximadamente 110 aminoacidos rico en serina y treonina, luego se encuentra el
dominio tranmembranal y por Gltimo la cola citoplasmica °. El resto de quimiocinas se
une a glicosaminoglicanos de heparan sulfato (GAGs) en la superficie de células
endoteliales y en matriz extracelular, lo cual es necesario para generar el gradiente de
quimiocinas. Es mas, para la oligomerizacion de ciertas quimiocinas in vivo, lo cual
constituye la estructura cuaternaria de estas proteinas, es necesaria la interaccion con
GAGs. Asi, mutantes de CCL2, CCL4 y CCL5 que son incapaces de unirse a GAGS,
retienen la capacidad de activar al receptor in vitro, pero pierden la facultad para

reclutar células al peritoneo *.

Los primeros estudios de estructura y avidez de las quimiocinas condujeron a la
identificacion en CXCL8 de la secuencia Glu-Leu-Arg, conocida como motivo ELR, el
cual es importante para las quimiocinas que unen CXCR1 y CXCR2 *. Las quimiocinas
poseen una estructura tercearia conservada con un dominio N-terminal de 6-10
amino&cidos, el cual es clave en la sefializacion inducida por estas proteinas. Esta region
es seguida por el loop N, que contiene determinantes importantes para la union al
receptor. Las l&minas B que siguen a estos dominios se encuentran antiparalelas
formando un plato de laminas interconectadas mediante asas, seguidas de una hélice
alfa en el extremo carboxilo-terminal. La estructura de las quimiocinas es estabilizada

por puentes disulfuro en el extremo amino °.



1.5 Funciones

Las funciones de las quimiocinas dependen de la interaccion de un receptor y su
ligando, aunque se da la posibilidad de que un receptor puede unir a varias de estas
moléculas y a la vez una quimiocina puede unirse a diferentes receptores (Tablal).
CXCLS8 (IL8) por ejemplo, se puede unir con alta afinidad a los receptores CXCR1 y
CXCR2 (los cuales poseen una alta homologia y activan la misma proteina G) pero
induce respuestas diferenciales en la via de sefializacion dependiendo del receptor al que
se una. Aungque mediante ambos receptores CXCL8 induce la activacion de proteinas
Gadi, movilizacion de calcio intracelular y quimiotaxis, solo CXCR1, que es exclusivo
para IL8, induce la activacion de fosfolipasa D y la formacion de superoxido por la

oxidasa NADPH 435,

La funcién mas conocida de las quimiocinas es la induccion de migracion de leucocitos
ya sea hacia sitios de inflamacién o hacia sitios donde las células deben localizarse en
estados de homeostasis. También estan involucradas en la organogénesis, angiogénesis
y angiostasis; metastasis, supervivencia y maduracion de células dendriticas; asi como
en la regulacion del tréfico linfocitario, el desarrollo de los linfocitos T, linfocitos By la

compartimentacion de los 6rganos linfoides.

Las quimiocinas actdan en conjunto con moléculas de adhesion para inducir la
extravasacion de leucocitos desde sangre hacia ganglios linfaticos. También inducen la
migracion direccional y el posicionamiento de leucocitos tanto en ganglios linfaticos
como en tejidos y dérganos, para lo cual se generan gradientes de quimiocinas que las

células pueden ir censando en la superficie de células endoteliales.

1.5.1 Migracién: Las quimiocinas dirigen la localizaciéon y retencion de los

leucocitos en la hematopoyesis y en la organogénesis. Participan también reclutando a



las células hacia diferentes tejidos durante los procesos de inflamacion y en
homeostasis; y hacia érganos linfoides promoviendo la organizacién dentro de éstos.
Los leucocitos que se encuentran migrando en el flujo sanguineo pueden ser retenidos
sobre el endotelio vascular por accion de diversas moléculas de adhesion y realizar
extravasacion. Se ha estimado que uno de cada cuatro linfocitos transmigra a traves de
las vénulas de endotelio alto (HEVSs) hacia ganglios linfaticos (LN) y que la mayoria de
linfocitos que entran a ganglios no encuentran antigeno y retornan a circulacion en

cuestion de horas o dias .

Los leucocitos entran a microcirculacién a una velocidad de 5 mm s™ por medio de las
arteriolas, las cuales cuentan con un didmetro de 15 a 100 um. Pasan luego por vasos
capilares, que con un diametro promedio similar al de los leucocitos (5-10 pum) inducen
que los gldbulos rojos, los cuales tienen un diametro mucho menor, se apilen alrededor
(por encima y debajo) de los leucocitos. Finalmente las células llegan a las vénulas
postcapilares (que en el caso de ganglios linfaticos se denominan vénulas de endotelio
alto, HEVS), que con un diametro de 10 a 100 um, permiten que el flujo sanguineo se
mueva a una velocidad de 3 mm sy una fuerza de 1 a 50 dinas cm™. Estas condiciones
del flujo sanguineo son necesarias para el funcionamiento de las moléculas de adhesion.
De esta manera, las células no se adhieren al endotelio si el flujo se detiene. Sumado a
esto, en las HEVSs, el movimiento de los eritrocitos colabora en la marginacién de los

leucocitos hacia el endotelio “forzando” su encuentro con las moléculas de adhesion ¥

38 23

En los ganglios linfaticos, los vasos post-capilares se denominan HEVs debido a que
tienen una estructura singular. Estas vénulas poseen una envoltura perivascular seguida
de una espesa lamina basal y una capa de células endoteliales con morfologia cubica.

Las HEVs se encuentran en las areas de células T y alrededor de los foliculos B de los



LN . A través de estas vénulas realizan transmigracion los linfocitos y las células
dendriticas plasmacitoides, el resto de leucocitos es excluido a pesar de expresar las
moléculas de adhesion adecuadas para retenerse y transmigrar, lo que ha llevado a
pensar que la exclusividad que tienen los linfocitos para llevar a cabo este proceso esta
dada por quimiocinas. En el proceso de transmigracion los leucocitos son retenidos
sobre el endotelio vascular, luego se adhieren firmemente a éste y finalmente
transmigran. Esta serie de pasos se ha denominado “modelo de multiples pasos”, el cual
se ha estudiado ampliamente en ganglios linfaticos y placas de peyer (Figura 2) *. Las
moléculas involucradas en este proceso son las selectinas y sus ligandos, las
qguimiocinas, las integrinas, y proteinas de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Las
primeras moléculas que actian son las selectinas, una familia conformada por tres
glicoproteinas: L, P y E-selectina. La L-selectina se expresa en todos los leucocitos
circulantes exceptuando a los linfocitos T de memoria periférica. La P-selectina es
almacenada en los cuerpos de Weibel-Palade (que también contienen quimiocinas®®) y
en granulos o de células endoteliales y plaquetas. Estos cuerpos se exponen en la
superficie de la membrana celular bajo estimulos de inflamacidén aguda como histamina
0 trombina, para unir principalmente monocitos y neutréfilos. EI hecho de que la P-
selectina se encuentre almacenada proporciona la ventaja de que no necesita ser
sintetizada de novo. La E-selectina se sintetiza de novo en células endoteliales bajo
estimulos como TNFa. e IL-1. Los ligandos de estas moléculas de adhesion se expresan
en leucocitos (PSGL-1) y endotelio vascular (&cido sidlico antigeno Lewis). Las
selectinas se asocian y disocian con sus ligandos rapidamente en cuestion de segundos
sin generar sefiales de activacion sobre las células. A pesar de que este proceso es
eficiente para frenar a las células debido a que el rompimiento de una interaccién laxa

permite la formacién de una nueva, no promueve su adhesion firme al endotelio



vascular. Ademas, el flujo sanguineo sigue ejerciendo presion sobre los leucocitos
promoviendo que continten fluyendo en el torrente sanguineo aunque con menor
velocidad. Esta constante asociacion y disociacion de leucocitos con el endotelio recibe
el nombre de “rodamiento” 3. La adhesion firme de los leucocitos al endotelio esta
mediada por la interaccion de las integrinas con sus ligandos, los cuales pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas. Las integrinas son proteinas que forman
heterodimeros constituidos por una cadena o y una cadena f unidas por enlaces no
covalentes. Son importantes tanto en la interaccion de células con la matriz extracelular
como en el contacto célula-célula. Para que las integrinas induzcan arresto de los
leucocitos deben recibir la denominada sefial “de adentro hacia afuera” (Inside-out) que
es proporcionada por medio de la activacion de receptores de quimiocinas, los cuales al
ser activados, inician sefiales intracelulares que promoveran el aumento de la afinidad
de las integrinas por sus ligandos ** *%. La inmovilizacién de quimiocinas sobre la matriz
extracelular y sobre el endotelio vascular es importante para la detencién y el arresto de
linfocitos in vivo **. Las quimiocinas, tienen un importante papel en la especificidad del
homing de los leucocitos ya que, como se mencioné anteriormente, todos cuentan con
moléculas de adhesion necesarias para realizar transmigracion; sin embargo, depende de
queé receptor(es) de quimiocina(s) se esté expresando sobre la célula y qué ligando se
encuentre presente en la superficie endotelial, el que las células tengan preferencia por
entrar a un 6rgano (o tejido) u otro. Asi por ejemplo, CCL19 y CCL21, dos quimiocinas
que se expresan en Organos linfoides, atraen especificamente linfocitos virgenes,
linfocitos de memoria central y células dendriticas hacia ganglios linfaticos, ya que son
células que expresan CCR7 **. De manera similar CXCR5 y su ligando CXCL13 que es
producido por células del estroma y células dendriticas foliculares dentro de las areas B,

definen la estructura de los foliculos B en los 6rganos linfoides secundarios “*.



La afinidad de las integrinas también se ve aumentada por otras moléculas tales como
péptidos derivados de bacterias (fMLPs) que activan a las integrinas Macrophage-1
antigen (Mac-1) y lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1); asimismo,
componentes del complemento, leucotrienos, metabolitos de acido araquiddnico y
mediadores lipidicos como el Factor Activador de Plaquetas (PAF), pueden inducir
activacion de las integrinas al provocar cambios conformacionales en éstas moléculas *
46 47 'LLa mayor parte de los estudios enfocados a evidenciar los cambios en la afinidad
de la integrinas se han hecho con LFA-1. Sus ligandos, las Moléculas de Adhesion
Intracelular 1, 2 y 3 (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3) inician la sefial “de afuera hacia
adentro” (outside-in). Estos ligandos se encuentran tanto en endotelio como en

leucocitos.



Figura 2. EI modelo de migracion de multiples pasos. Este modelo esta conformado
principlamente por tres pasos: El rodamiento, mediado por selectinas; la activacion,
mediada por quimiocinas; y el arresto, mediado por integrinas. (Tomado de Luster,

1998).

1.6 Sefializacidn a través de receptores de quimiocinas.

Las quimiocinas ejercen su actividad biologica a traves de receptores de siete hélices
transmembranales (GPCR) acoplados a proteinas G heterotriméricas, consituidas por las
subunidades o, f y y. Estos receptores poseen aproximadamente 350 aminoacidos y un
peso molecular de alrededor de 40Kda. Los detalles de la estructura de los receptores
de quimiocinas no han sido observados directamente sin embargo, se han generado
modelos mediante la observacion de la rodopsina bacteriana (Halobacterium halobium)

con ayuda de la criomicroscopia electrénica *® y posteriormente difraccién de rayos X



de cristales crecidos en fases lipidicas ctbicas *. Los receptores 7TM son una sola
cadena proteica en la que hay 7 regiones de mucha hidrofobicidad correspondientes a 7
hélices a. transmembranales y 6 asas 3 de conexién entre ellas, tres de las cuales son
extracelulares y tres intracelulares, con la region N-terminal expuesta extracelularmente.
La segunda y la tercera asa citosolica estan implicadas en el reconocimiento de las

proteinas G.

La subunidad Ga. que emplean principalmente los receptores de quimiocinas es la de la
proteina G inhibitoria de adenilato ciclasa (Gai), aunque anticuerpos que reconocen las
subunidades o de las proteinas Gy Gs y Gg son capaces de bloquear la movilizacién de
calcio inducida por CXCL12 (SDF1), demostrando que otras subunidades o pueden ser
empleadas *°. Estudios llevados a cabo inicialmente con CXCL8 demuestran que la
induccion de migracion esta mediada por regiones conservadas en el extremo amino de
la quimiocina ya que al quitar estas regiones o al modificarlas usualmente se afecta
negativamente la sefializacion sin alterar la interaccion de la quimiocina con su receptor,
lo cual indica que los dominios que emplea la quimiocina para unirse al receptor y
aquellos con los que induce su activacion son diferentes. Para explicar la interaccién
quimiocina-receptor se ha propuesto un modelo de dos pasos en el que en primera
instancia, la quimiocina se une a su receptor mediante interacciones que no inducen
activacion. La union se da entre el loop N de la quimiocina y el dominio amino terminal
del receptor, lo cual conduce a un cambio conformacional en la quimiocina (Paso ).
Finalmente es por medio de la interaccion del dominio N-terminal de la quimiocina con
los tres bucles extracelulares del receptor que se lleva a cabo la activacién del mismo

(paso 11) *%,



Al ser ocupados por su ligando, estos receptores inducen el intercambio del GDP por
GTP en la proteina G,lo cual conduce a la disociacion de la proteina G heterotrimérica

en las subunidades Ga, la cual queda unida al GTP y posee actividad intrinseca de
GTPasa; y By, la cual activa a la fosfolipasa Cp2 (PLC-B2) y a la PLCB3 que a partir

del fosfoinositol (PI) induce la formacion de inositol 1-4-5, trisfosfato (InsP3) y el
aumento en la concentracion de calcio intracelular. Asimismo la activacion de PLC
conduce a la formacion de diacilglicerol (DAG) y la subsecuente activacion de PKC.
Por otra parte, in vitro, las subunidades py activan directamente a la fosfatidilinositol 3
cinasa gama (PI13Ky). En neutréfilos provenientes del raton PI3Ky”', no se observa la
acumulacion fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (Ptdins(3,4,5)P3) en respuesta a fMLP y
C5a (moléculas que inducen migracion y que al igual que las quimiocinas poseen
receptores de siete dominios transmebranales, GPCRs), lo cual indica que PI3Ky
promueve la formaciéon de este Ptdins en respuesta a quimioatractantes a través de
GPCRs. PtdIns(3,4,5)P3 se desfosforila dando como resultado Ptdins(3,4)P2. AKT
(también denominada PKB) posee dominios PH por medio de los cuales se puede unir a
PtdIns(3,4,5)P3 y ser asi transportada a la membrana celular. Una vez en la membrana,
las cinasas dependientes de fosfoinositido 1 (PDK1) y PDK2 fosforilan a AKT en
dominios serina y treonina. Por otra parte, en neutréfilos deficientes en PI3Ky, la
fosforilacion de las MAPKs, ERK1 y ERK2 inducida por fMLP o Cba, se encuentra
afectada negativamente; no obstante, no se afecta la fosforilacion de p38 ni la activacion
de JNK. De esta manera, confirmando la importancia del papel de PI3Ky en la
migracion de leucocitos a través de la via sefializacién de los GPCRs, la respuesta
quimiotactica in vitro de neutréfilos hacia fMLP y Cba; y de linfocitos T hacia CCL19,
CCL21 y CXCL12 esta drasticamente disminuida en ausencia de PI3Ky. Sumado a esto,

al inducir inflamacion en el raton PI3Ky"' mediante un modelo de peritonitis, el



reclutamiento de neutréfilos hacia la cavidad peritoneal se ve disminuido *°*°. La
activacion de PI3K inducida por quimiocinas puede ser bloqueada utilizando inhibidor
de cinasas de tirosina, inhibidor para PI3K y toxina pertusis. Esta toxina ADP-ribosila la
subunidad o de las proteina Gi, GO y Gt, impidiendo la interaccién de la proteina G con

el receptor, alterando negativamente la activacion del mismo. (Figura 3) > .

Por otra parte, la subunidad Gai unida a GTP es capaz de unir directamente y activar
cinasas de la familia src *°. Src puede activar por medio de la proteina adaptadora shc a
las MAPK®. Sumado a esto, c-src esta involucrada con la sefializacion que induce
adhesion, reclutandose a sitios de adhesion focal. Estas adhesiones consisten en
agrupaciones de integrinas y proteinas que ligan la matriz extracelular con el
citoesqueleto de actina y con las proteinas intracelulares relacionadas con adhesion.
Utilizando la linea celular Swis 3T3, que son “fibroblastos-like”, transfectada con
Cdc42, Rac, Rho o src acoplada a la proteina verde fluorescente (GFP) se observé que
la localizacion de src en los sitios de adhesidn focal, lamelipodios o filopodios requiere
de la activacion de estas GTP-asas de la familia Ras, Rho-a, Rac-1 y Cdc42
respectivamente. Asi, la coexpresion de src con una forma activada de Rac indica que
esta activacién induce que src se localice en la periferia de la célula en un “anillo” de
actina. Estas GTPasas de Ras se encargan del rearreglo del citoesqueleto asi: Rho-a
lleva a cabo la contracion de miosina, lo cual conduce a la agrupacion de fibras de estrés
de actina; Rac-1 polimeriza actina en periferia (lamelipodios) y Cdc42 es responsable de
la formacion de protusiones finas ricas en actina (filopodios). De esta manera, la
coexpresion de una forma activada de Cdc42en la linea celular Swis 3T3 induce la
formacion de filopodios y el movimiento de src desde la zona perinuclear a la regién
membranal en la base de los filopodios®. Rac-1y Cdc42 agrupan complejos focales, los

cuales contienen proteinas como vinculina, paxilina, FAK/Pyk2 y src. A su vez, la



actividad catalitica de src se requiere para la remodelacion del citoesquesqueleto
inducida por Rho-a, Rac-1 y Cdc42°°. Rho y Rac se regulan mutuamente, ya que estan
encargadas de la contraccion de miosina en el urépodo y la polimerizacion de actina en
el “leading edge” respectivamente; sin embargo se ha observado que al expresar una
dominante negativa de Rac-1 la activacién de Rho disminuye, lo que indica que Rac-1
también regula positivamente a Rho®’ (Figura 3). Por otra parte, se ha observado que la
activacion de Rac-1 y Pyk -2 es importante para la migracion trasendotelial de células
NK de humano, asi cuando células endoteliales han sido estimuladas con TNFa, la
union de las células NK al endotelio resulta en la fosforilacion de Pyk-2. La activacion
de Rac-1 inducida por las quimiocina CCL2 se da rapidamente a los 30 segundos y la de
Pyk-2 un minuto después; sin embargo el expresar una dominante negativa de Pyk-2
bloquea la activacion de Rac-1°"°%, El homélogo de Pyk-2, FAK, induce formacién de
contactos focales, extension celular y sefializacion que induce movilidad y coordina la
adhesion y disociacion de la célula en un mecanismo que comprende su fosforilacion y
desfosforilacion. En condiciones de desensibilizacién del receptor de quimiocina, FAK
incrementa sus niveles de fosforilacion afectando negativamente su desfosforilacién y
por lo tanto el ciclo de adhesion y disociacion. La fosforilacion de FAK requiere de los
filamentos de actina y de microtubulos; de la misma manera los filamentos de actina'y

B-tubulina relocalizan a FAK durante la extension celular®®.



Figura 3. Sefializacion a través de receptores de quimiocinas.

La velocidad de la respuesta quimiotactica estd determinada por la internalizacion de
receptores y su sintesis de novo o recirculacion en superficie, aungque se ha demostrado
para CXCR4 en células hematopoyéticas, que los receptores de quimiocinas polarizan
en el leading edge, la migracion no depende de este reclutamiento, sino mas bien de la
distribucién uniforme de los receptores en la superficie celular ® °*.

La regulacion de la activacion de los receptores de quimiocina es llevada a cabo por

varios mecanismos. Por ejemplo, las proteinas Reguladoras de la Sefial de Proteinas G



(RGS) estimulan la capacidad GTPasa de la subunidad Ga.. Asi, esta subunidad pasa de
estar unida a GTP (forma activa), a estar de nuevo ligada a GDP (forma inactiva); en
este estado, Gau tiene una gran afinidad por las subunidades Py, por lo cual se revierte la

sefializacion inducida por estas proteinas ® ©2.

Otros mecanismos de regulacion de la sefializacion de qumiocinas incluyen la
desensibilizacion inducida por Cinasas de Proteinas G Acopladas a Receptor (GRKS) y
PKC. Sumado a esto, la fosforilacidn del receptor induce el reclutamiento de arrestinas,
las cuales unen a la Proteina Adaptadora 2 (AP-2) e inducen la internalizacion del
receptor mediada por clatrina. El proceso de internalizacion de receptores de
guimiocinas no se ve afectado por la toxina pertusis, lo cual indica que el receptor es
capaz de percibir sefiales por mecanismos independientes de proteinas Gi o Gy **. Por
otra parte, los inhibidores de la via Jak/Stat, los SOCS (Supressors of Cytokine
Signaling), también estan implicados en regular negativamente la activacion mediada
por quimiocinas, ya que recientemente se ha encontrado que quimiocinas como

CXCL12 entre otras, utilizan esta via de sefializacion ®°.

2. CINASAS DE JANUS (JAKS)
Los receptores que no poseen actividad cinasa intrinseca frecuentemente se encuentran
asociados a proteinas cinasas para poder llevar a cabo la transduccién de sefiales. Las
Jaks, son proteinas con actividad de tirosina cinasa; han sido identificadas en

organismos como el cordado primitivo Ciona, Drosophila, aves y peces. Los mamiferos



poseen cuatro protefnas Jak, Jakl ®, Jak2 ® Jak3 ® % "y Tyk2 ™ las cuales se
expresan de manera ubicua con excepcién de Jak3, que se localiza predominantemente
en células de origen hematopoyético, aunque también se encuentra en células de
musculo liso y en endotelio. Los genes que codifican para Jakl y Jak2 en humano se
encuentran en los cromosomas 1p31.3 y 9p24 respectivamente. Jak3 y Tyk2 en humano
se codifican en genes que se localizan en el mismo cromosoma (19p13.1 y 19p13.2
respectivamente). En ratdn los cromosomas implicados son el 4 y el 19 para Jakly 2;y
el 8 para Jak3 'y Tyk2 &,

Aunque el dominio tirosina cinasa de la Jak3 humana ya fue cristalizado ", la estructura
tridimensional de las Jaks ain no ha sido descrita. Estas proteinas poseen
aproximadamente 20 exones, 1100 aminoacidos y un peso molecular de 120-140 KDa.
Cuentan con siete dominios denominados Jak homology (JH) ubicados en tandem que
se enumeran desde el extremo carboxilo al extremo amino del 1 al 7. EI dominio JH1 es
un dominio tirosina cinasa que tiene capacidad de autofosforilarse. Cuenta con el loop
de activacién, el cual posee un motivo conservado YY que es donde ocurre la
fosforilacion que conduce a la activacion de la proteina . El JH2 es un dominio similar
a tirosina cinasa y es debido a que se encuentran juntos un dominio tirosina cinasa
(JH1) y uno similar a tirosina cinasa (JH2), que las Jaks reciben el nombre de Cinasas
de Janus, en honor al dios romano de dos caras. El JH2 regula la actividad catalitica del
dominio JH1. Asi, por ejemplo, en una quimera del receptor para hormona de
crecimiento y Jak2, la deplecion de JH2 conduce a un aumento de la sefial, llevando a
los autores a concluir que JH2 inhibe la actividad tirosina cinasa ". La funcion de este
dominio esta conservada entre Jak2 y Jak3, asi, al quitar JH2 en Jak3 incrementa la
fosforilacion de la misma Jak3 y resulta en la activacion constitutiva de STAT5 ". Sin

embargo, al quitar este dominio en Tyk2, se elimina la actividad de cinasa y la sefial



inducida por IFNa/p. Asi podemos decir que el dominio JH2 regula la actividad de la
cinasa, sin embargo esta funcion depende de factores como la Jak implicada y el
estimulo. Las regiones JH3 y JH4 forman un dominio SH2 y los JH6 y JH7 conforman
un dominio FERM que esta implicado en la union de Jak con el receptor y en la
regulacion de la actividad de cinasa ".

La evidencia de que las Jaks participan en vias de sefializacién de citocinas se obtuvo
mediante experimentos en los que quitando Tyk2 se perdia la sefial inducida a través de
IFNs o. y B. Congruente con este dato, al restituir Tyk2 se restauraba la sefial *® ”"; Sin
embargo, ahora se sabe que Tyk2 estd méas involucrado en la sefializacion de 1L6, IL10
y en la familia de citocinas 1L12/IL23 ™. Asi, la deficiencia en esta cinasa resulta en el
aumento de procesos alérgicos y en una defectuosa respuesta antimicrobiana.

Jakl, al igual que Jak3 es importante para la sefializacion de citocinas que utilizan la
cadena y comun (yc) como parte del receptor, como lo son IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15,
e IL-21. Jakl se encuentra fisicamente asociado a los receptores de los IFN tipo 1y Il 'y
a los de IL-6 e IL-2. Jak2 es importante para el funcionamiento de la hormona
eritropoyetina, por lo cual el raton deficiente en Jak2 muere en etapa embrionaria. Esta
cinasa esta involucrada en la sefializacion de receptores de una sola cadena como Epo-
R, GH-R y Prl-R, asi como en la via de IL-3R, IL-5R y GMCSFR y en la de IFNyR ™.
La deficiencia en Jak3, al igual que la carencia de la cadena yc, produce un timo
hipoplasico y un defecto en el desarrollo de los linfocitos T los cuales no responden

adecuadamente en periferia ®.



2.1 Jak3

Jak3 tiene un peso de 120 KDa; se localiza en el cromosoma 8 en raton y en el 19 en
humano ®. Esta molécula fue clonada en 1994 utilizando la técnica de PCR por cuatro
grupos independientes. Kawamura et al.1994 % describi6 a Jak3, a la cual denoming L-
Jak (Leucocyte Janus Kinase), en células NK y LT estimulados con PHA; Rane and
Reddy en 1994 ® determinaron que Jak3 se expresa en células hematopoyéticas
inmaduras a bajos niveles, y que éstos aumentan en las fases terminales de
diferenciacion; Takahashi y Shirasawa, en 1994 ™ describieron esta cinasa en células
mesangiales de rata; y por Gltimo Witthuhn et al, en 1994 ® describen también a Jak3
encontrando que se activa tras el estimulo de IL2 e IL4 en linfocitos T y en células

mieloides.

Esta tirosina cinasa se encuentra principalmente en células y tejidos hematopoyéticos
como timo, bazo, médula désea e higado fetal; aunque también se localiza en células de
musculo vascular liso, en endotelio y en epidermis de humano. Jak3 se asocia a la
cadena yc ®; razén por la cual esta cinasa es esencial para aquellos receptores de
citocinas que utilizan esta cadena para la transduccion de su sefial %, como lo son los
receptores de IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21. Debido a la importancia de éstas
citocinas para el desarrollo de linfocitos, es en estas células en las que esta cinasa ha
sido principalmente estudiada. La deficiencia en Jak3 produce inmunodeficiencia
Severa Combinada (SCID) autosémica recesiva. Asi, las causas de un significativo
namero de pacientes con (SCID) son debidas a mutaciones en el IL7R, en la yc y en
Jak3 (aproximadamente el 10%, el 50% y del 7-14% respectivamente) .

El raton deficiente en Jak3 es similar al deficiente en IL7, IL7R o al deficiente en la
cadena yc. Sobrevive en condiciones de esterilidad ya que presenta Inmunodeficiencia

Severa Combinada (SCID). Este raton no muestra grandes diferencias ni en peso ni en



tamafio respecto al raton de la cepa silvestre ®; no posee células Natural Killer (NK) ni
linfocitos yd. EI nimero total de células pro-B (CD43" CD45") es normal; sin embargo
el nimero de células pre-B, es decir LB inmaduros, (CD43'CD45") se encuentra
disminuido y casi no se encuentran células B maduras (CD45R" IGM™). EI timo del
ratén Jak3” aunque es mucho mas pequefio (1-10%) que el de un raton de cepa
silvestre, presenta una distribucién en la cual las zona cortical y la medular son
identificables ®. A pesar de esto, el niimero total de timocitos varfa entre el 5y el 10%
del habitual. Generalmente la proporcion LT CD4 Vs CD8 es normal, aunque en los
timos mas pequefios hay un aumento en las CD4"CD8". Los niimeros de LT CD4", pero
no de LT CD8", son equivalentes a los del ratén de la cepa silvestre en bazo aunque
presentan marcadores de activacion como CD44, CD69 y CD25y expresion reducida de
CD62L. Las placas de Peyer y los ganglios linfaticos periféricos, a excepcion del
mesentérico, se encuentran ausentes en el ratén Jak3”". A pesar de que si hay timocitos y
de que los linfocitos T del bazo de los ratones deficientes en Jak3 se encuentran
activados, al ser cultivados in vitro con diferentes mitdgenos, estas células muestran
baja proliferacion en comparacién con las células provenientes del raton de la cepa

silvestre 7.

A pesar de que las células dendriticas deficientes en Jak3 sobreviven mas ® en

comparacion a las que provienen de ratones silvestres (este punto se retomard mas
adelante), los niveles de apoptosis de linfocitos T en este ratdbn se encuentran
aumentados. Esto se debe a que en condiciones normales, Jak3 reprime la expresion de

Bax (el cual es pro-apoptético) e induce la de Bcl2 (que es anti-apoptético) * 7.

El nimero de granulocitos y monocitos en ratones Jak3™ es normal %; sin embargo, se
ha observado que la sobreexpresién de Jak3 acelera la diferenciacion de granulocitos y

monocitos en respuesta al Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y Monocitos



(GM-CSF). La linea celular mieloide que normalmente toma de 8-10 dias para su
diferenciacion, toma Unicamente 4 dias para lograrlo cuando Jak3 es sobreexpresado
(algo similar ocurre con el G-CSF) ®. Congruente con la importancia de Jak3 en la
mielopoyesis, se ha visto que el estimulo con G-CSF aumenta los niveles de
transcripcion de Jak3 en una linea celular de precursores de linaje mieloide.
Adicionalmente, en los ratones Jak3” hay un incremento en el numero de células
MAC1" en médula 6sea y bazo. Asi, aunque hay varios y graves defectos en células de
linaje linfoide, las fallas en células de linaje mieloide también estan presentes y se hacen
evidentes con la edad expresados como esplenomegalia, incremento de células
monociticas y neutrofilos en sangre periférica, bazo y médula 6sea e invasion de
organos periféricos con células mononucleares. Estos defectos son acentuados por los
LT deficientes en Jak3, ya que cuando esta cinasa se restablece en estos linfocitos, la
expansion de células de linaje mieloide disminuye *. Congruente con este dato, el ratén
deficiente tanto en Jak3 como en RAG-1 no presenta ni esplenomegalia ni defectos en
mielopoyesis ™.

Se ha determinado que Jak3 también es importante para la proliferacion y supervivencia
de mastocitos inducida a través de a sefializacion de 1L4 e IL9. Congruente con esto, el
nimero de mastocitos en el peritoneo de ratones deficientes en Jak3 se encuentra
disminuido ®. Contrario a la importancia de Jak3 en la diferenciacion y supervivencia
en mastocitos, se ha observado que la ausencia de esta cinasa no afecta ni la
diferenciacion ni la maduracion de células de médula 6sea hacia células dendriticas
cuando IL4 es utilizado *.

2.2 Via De Sefializacién Jak/STAT

A través de la via de sefalizacion Jak/Stat se transducen sefiales de citocinas como los

Interferones o, y v; las citocinas 1L12, IL23 e IL10, asi como aquellas cuyos



receptores pertenecen a la superfamilia de receptores de citocinas tipo I como lo son
IL2, IL3, IL4, IL5, IL7, IL9, IL13, IL15 y GMCSF. También citocinas que sefializan a
través de la subunidad gp 130, como lo son IL6, IL11, Oncostatin M (OSM), Ciliary
Neurotrophic Factor (CNTF) y Cardiotrophin 1 (CT-1), Hormona de crecimiento,

prolactina, eritropoyetina y trombopoyetina.

La via Jak/STAT se activa cuando el ligando se une a su receptor induciendo su
dimerizacion y su cambio conformacional, lo cual conduce a la activacion de las cinasas
Jak a través de la interaccion reciproca de dos Jaks que se encuentran asociadas al
receptor intracelularmente en regiones proximas a la membrana celular a traves de los
dominios FERM (se ha observado que en ausencia del receptor las Jaks pueden ser
encontradas en el citosol) ®. Las Jaks se autofosforilan en dominios de tirosina
presentes en el loop de activacion y transfosforilan al receptor en un residuo de tirosina,
lo cual permite el reclutamiento de las proteinas STATSs al receptor a través de un
dominio SH2 que las STATSs poseen. Antes de esta fosforilacion, la estructura del loop
de activacion impide el acceso del substrato ®. Asi, las STATs se convierten en
substrato para las Jaks siendo fosforiladas, proceso que conduce a su liberacion del
receptor, su dimerizacion (pueden homodimerizar u heterodimerizar), donde el dominio
SH2 de una STAT une a la fosfotirosina de la otra STAT. Estos dimeros son capaces de
translocar al nacleo para unirse a secuencias especificas de DNA promoviendo la

transcripcion de diversos genes (Figura 4) *° .

Las STATSs son una familia de 7 proteinas (STAT 1, 2, 3, 4, 5a, 5b y 6) con un tamafio
de 750 a 900 aminoacidos. En reposo, las STATs se encuentran en el citoplasma
formando dimeros inactivos, sin embargo, como se menciond anteriormente, al ser
activado el receptor por las Jaks, se crea un dominio para el reclutamiento de las

STATS, a través de su dominio SH2. Estos factores de transcripcion se acumulan en el



nicleo rapidamente. En cuestion de horas la sefial de Stat disminuye y es re-

transportado nuevamente al citoplasma®™.

2.3 Sefalizacion de receptores de quimiocinas a través de la via Jak/STAT

En la sefializacion de receptores de quimiocinas se ha implicado, ademas de la clasica
via de las proteinas G, la via JAK/STAT. Entre los receptores de quimiocinas que
sefializan a través de la via JAK/STAT estan CCR2 ¥, CCR5 %, CXCR4 *°, CCR9 ® y
CCR7 ™. Los primeros dos receptores estan involucrados en procesos inflamatorios;
CXCR4 es un receptor ampliamente expresado por varios tipos celulares en procesos
homeostaticos. CCR7 se expresa en lifocitos B, LT naive y células dendriticas maduras,
y se encuentra implicado en el homing de éstos dos ultimos tipos celulares hacia

organos linfoides secundarios.



Figura 4. Via de sefalizacion Jak/Stat. La union del ligando al receptor conduce a su
dimerizacion, lo cual induce la fosforilacion de Jak y la transfosforilacion del receptor,
creandose un sitio para el reclutamiento de los factores de activacién y transcripcion
STAT, que se fosforilan, se dimerizan y se translocan al nucleo para promover la

transcripcion de diversos genes.

En la activacion mediada por citocinas, la activacion de las Jaks procede después de la
dimerizacion del receptor inducida por el ligando. Congruente con esto, la dimerizacion
es un mecanismo que ha sido descrito para varios receptores de quimiocinas. Los

estudios fueron iniciados con CCR2b 1%

, 'y ahora el mecanismo ha sido evidenciado
también en receptores como CXCR4 *°, CCR5 * y CXCR2 ' Estos receptores pueden
homodimerizar y / o heterodimerizar, como es el caso de CXCR2 y CXCR1, receptores

de CXCL8 1,

CCR2 es capaz de unir a varias quimiocinas, sin embargo CCL2 (MCP1) se une
Gnicamente a este receptor. En macréfagos de peritoneo y en una linea de monocitos
humanos, CCL2 es capaz de inducir la fosforilacion de tirosinas mediada por Jak2 en un
mecanismo dependiente de proteina Gai. La activacion de STAT3 y STATS ha sido
observada en estas células tras el tratamiento con CCL2 pero inhibir la fosforilacién de
Jak2 inducida por esta quimiocina abate la sefial de calcio y la migracion. La tirosina de
CCR2 implicada en la fosforilacion inducida por Jak2 es la Y139, que se ubica en la

secuencia DRY, un dominio conservado en los GPCRs ¥'.

Asimismo, CCR5 al ser activado por CCL5 (RANTES), induce la fosforilacion de Jakl
y la subsecuente activacion de STAT5b en células de higado embrionario (HEK 293)

transfectadas con el receptor. Por el contrario, la activacion de CCR5 inducida por



CCL5 en la linea de células T PM1 no conduce a la activacion de Jakl, pero si a la
rapida fosforilaciéon de Jak2 y Jak3 de manera independiente de proteinas Gai, ya que
este proceso es insensible a toxina pertusis. En estas células, la fosforilacion de Jak3
inducida por CCL5 conduce al reclutamiento de la proteina cinasa src p56'°". Ademas,
en células T también se ha observado que la activacion de CCR5 mediada por CCL5

induce la activacion y formacion de los dimeros STAT 1:1y STAT1:3 '®.

En una linea de células T, CXCL12 (SDF1) induce, a los 60 segundos, la fosforilacion
de Jak2 y Jak3 a través de CXCR4 en un mecanismo independiente de proteinas Gai y
conduce asimismo al reclutamiento de STAT1, STAT2, STAT 3 y STAT 5. El
tratamiento de estas células con el inhibidor de Jaks AG490 inhibe totalmente el flujo
de calcio y la migracion de células inducida por CXCL12 indicando la importancia de la
activacion de las Jaks para el buen funcionamiento del receptor CXCR4. Sumado a esto,
en una linea de células progenitoras de humano, CXCL12 es capaz de inducir la
fosforilacion de Jakl, Jak2 y Tyk2 '%. En este caso las STATs involucradas en la
sefializacion son STAT 2 y STAT 4. Jak2 se encuentra involucrado en la activacion de
PI3K inducida por SDF1, lo cual indica que esta Jak se encuentra rio arriba de PI3K en
la via de sefalizacion de CXCR4. Ademas, en ésta linea de células progenitoras de
humano, Jak2 se encuentra también implicado en la activacion de proteinas de adhesion

focal como FAK, RAFTK, Paxilina, Crkll y P130Cas.

Jak3 participa en la sefializacion a través de CCR9 y CXCR4 en progenitores de médula
Osea y en timocitos, lo cual podria afectar negativamente tanto la migracion de
progenitores al timo, como la de timocitos a traves del estroma timico. Esta cinasa se
fosforila rapidamente a los 15 segundos en respuesta a CCL25 y CXCL12, ligandos de
CCR9 y CXCR4 respectivamente '®. Jak3 también se fosforila tras el estimulo de

CCR5, y en células de ganglios linfaticos esta cinasa se activa tras el estimulo con



CCL19 y CCL21. Asi, linfocitos deficientes en Jak3 migran menos hacia estas
quimiocinas in vitro, lo cual indica que esta cinasa participa en la sefializacion a través
de CCR7. Sumado a esto, mediante experimentos de transferencia adoptiva se ha
demostrado que in vivo, células progenitoras deficientes en Jak3 tienen defectos para
llegar a timo, ganglios linfaticos periféricos, mesentéricos y placas de Peyer y que esta
falla no se debe a irregularidades en el estroma, sino que es intrinseca de las células;
tampoco se debe a deficiencias en la expresion de los receptores, ya que en las células
Jak3", CCR9 y CXCR4 se expresan normalmente y CCR7 se encuentra en niveles aln

mayores que en las células de un raton silvestre %%,

La sefializacion a traveés de CCR7 en linfocitos CD4+, CD8+ y B220+ igualmente se ve
bloqueada al utilizar el inhibidor de tirosinas cinasas AG490, que actua sobre Jak2 y
Jak3. Congruente con este dato, Jak2 se fosforila tras la estimulacion de CCR7 con
CCL21. Asi, ademas de que el inhibidor AG490 inhibe la migracion hacia CCL19 y
CCL21, la adhesion mediada por integrinas como ICAM-2 y VCAM-1, que es
dependiente de la estimulacion con CCL21, también se ve afectada negativamente; por
el contrario, cuando la activacion de integrinas no depende de quimiocinas, la adhesion

mediada por estas protefnas no se ve alterada '’

3. CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas (CDs) son las células presentadoras de antigeno profesionales
(APC por sus siglas en inglés) mas potentes debido a su capacidad para tomar, procesar
antigenos y migrar a ganglios linfaticos para hacer contacto mediante la presentacion

antigénica con los linfocitos T conduciéndolos a estados de activacién o tolerancia °.



Las CDs que se descubrieron inicialmente fueron las que residen en piel, aunque su
relevancia en la respuesta inmune solo se dio a conocer mucho tiempo después. En 1868
Paul Langerhans describio las células que llevan hoy su nombre. Por medio de la
técnica de Cloruro de Oro logré observar la morfologia de las células de Langerhans,
caracterizada por la presencia de dendritas extendidas, catalogandolas como parte del
sistema nervioso. En 1973, es decir mas de un siglo después, la Dra. Inga Silberbeg
describié la importancia de las células de Langerhans en la respuesta inmune por medio
de ensayos de sensibilidad por contacto . En este mismo afio, el Dr. Ralph Steinman
identifico a las CDs en suspensiones celulares preparadas de oOrganos linfoides
periféricos de raton. El determind que estas células son morfolégicamente irregulares,
poco adherentes y con poca capacidad endocitica (aunque hoy sabemos que esta
capacidad es muy alta cuando se encuentran en estado inmaduro). Por medio de ensayos
de transferencia adoptiva se evidencio que las células no adherentes del bazo eran
capaces de restituir la poblacion de CDs de bazo de ratones irradiados dando las pautas

acerca del origen de las CDs *®.

Las células dendriticas se ubican practicamente en todos los tejidos incluyendo tejido
linfoide, piel y mucosas donde forman una gran barrera contra la entrada de agentes
extrafios. En la periferia, las CDs capturan antigenos tanto propios como extrafios
eficientemente por medio de mecanismos que consisten en receptores como el FcyR
CD32 y CD64; el receptor de alta afinidad para IgE FceRI y el de baja afinidad FceRII;
los receptores de complemento CD11b y CD11c asi como el receptor de manosa tipo
lectina C, DEC205. También pueden fagocitar particulas de latex y células muertas por
medio de los receptores scavenger avp5 y CD36. Estas CDs inmaduras no tienen
capacidad presentadora; no obstante, reconocen sefiales de peligro como PAMPs

(Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos) como LPS (Lipopolisacaridos) y otros



estimulos inflamatorios como TNFa y el Ligando de CD40, que conducen al proceso
de maduracién de la CDs, el cual consiste entre otros aspectos en el aumento en la
superficie celular de moléculas coestimuladoras como CD80, CD40 y CD86 asi como
de MHCII. La maduracion de CDs les permite a estas células presentar el antigeno en

un contexto que induce la activacion de linfocitos T 3.

3.1 Precursores y marcadores.

Las CDs se derivan de precursores de médula dsea y se localizan practicamente en todos
los tejidos. Teniendo en cuenta su ubicacion, fenotipo y funciones, las CDs se agrupan
en diferentes poblaciones entre las que podemos encontrar las denominadas células de
Langerhans que se encuentran en piel; las CD dermales o intersticiales; las CD
plasmacitoides, ubicadas en sangre y 6rganos linfoides especializadas en la produccién
de IFNao, importante para la respuesta antiviral; las recientemente descritas interferon-
producing killer DCs (IKDCs), CDs productoras de IFNo que poseen marcadores
tipicos de células NK; las células dendriticas CD8- y CD8+, antes denominadas
mieloides y linfoides respectivamente, criterio que cambid por la demostracion de
varios grupos de que ambos tipos celulares, CD8a." y CD8a pueden originarse tanto de
precursores mieloides (CMP) como linfoides (CLP), aunque aproximadamente el 90%
de las CDs de bazo y el 50% de las de timo vienen de CMP; y por lo tanto, el 10% de
las CDs de bazo y el 50% de las de timo vienen de CLP. Esto indica que pese a que
ambos precursores son capaces de originar CDs, los CMP y CLP contribuyen de manera

diferente para producir este tipo celular in vivo ** 12,

Las subpoblaciones de CD son heterogéneas y no se pueden catalogar simplemente por
la expresion o la no expresion de CD8a.; por ejemplo, las CD8a." son CD11b™ y las CD8

son CD11b*. Sumado a esto, las CD8c. pueden ser a su vez CD4" o CD4 y existen



niveles intermedios de expresion de CD8a. Ademas, existen precursores presentes en
sangre que pueden migrar hacia los tejidos durante procesos inflamatorios y
diferenciarse hacia CDs  Ademas las CDs son células que cuentan con gran plasticidad
para cambiar su patrén de secrecion de citocinas dependiendo del ambiente en el que se

encuentran.

Por otra parte, las células de Langerhans son CDs que forman una red “capturadora” de
antigenos en la barrera méas externa del organismo: la piel. Aunque se conoce su origen
mieloide desde hace varios afios, estudios recientes han hecho importantes avances
acerca del origen y comportamiento de éstas células tanto en condiciones de reposo
como en inflamacion*"*. Las células de Langerhans tienen largos periodos de vida en
comparacién con otras CDs. El principal marcador de éste tipo celular es la Langerina
(CD207), que es una lectina tipo C que estimula la produccion de los granulos de
Birbeck. Las células de Langerhans estdn migrando constantemente tanto en estado de
reposo como en inflamacion hacia ganglios linfaticos. Anteriormente se creia que las
células dendriticas que llegaban a ganglios linfaticos eran células terminales que pronto
sufririan apoptosis. Sin embargo, se ha demostrado que estas células son capaces de
incorporar BrdU, lo cual indica que proliferan in situ. Sumado a esto, mediante
experimentos de parabiosis se evidencid que los precursores de las células dendriticas
de drganos linfoides provienen de sangre y que tienen un promedio de vida de 14 dias.
Adicionalmente, las células dendriticas que portan antigeno y son capaces de
multiplicarse, estan capacitadas para traspasar el complejo MHC-péptido a sus células

hijas, prolongando asi el proceso de presentacion antigénica > 4 11°.

3.2 Migracion de células dendriticas



Las CDs inmaduras poseen una amplia gama de receptores de quimiocinas como CCR1,
CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CXCR1, CXCR2 y CXCR4. Sumado a esto, las células de
Langerhans poseen CCR6. Ademas, las CDs pueden secretan varias quimiocinas como
CCL3, CCL4, CCL5y CCL19 entre otras **°. Por otra parte, las CDs plasmacitoides
inmaduras expresan CCR2, CCR4, CCR5, CCR7, CXCR3 y CXCR4. Estos receptores

estan implicados en el reclutamiento de células hacia sitios de inflamacion.

Al madurar, las CDs aumentan la expresion de CCR7 y CXCR4 en su superficie celular,
lo cual es importante para llegar a ganglios linfaticos. Los ligandos para CCR7, CCL19
y CCL21 se expresan en érganos linfoides secundarios y en timo. CCL21 es codificado
por dos genes, lo cual resulta en la traduccion de dos proteinas: CCL21 —Leu que es
producida por endotelio linfatico y CCL21-Ser, que se produce en células de estroma de
las areas T y en las HEVs de organos linfoides secundarios. Asi, Las CDs llegan a
ganglios linfaticos a través de la interaccion CCR7- CCL21-Leu. Congruente con estos
datos, en el ratdn plt/plt, el cual danicamente posee CCL21-Leu, la llegada de CDs a

ganglios linfaticos se encuentra afectada de manera negativa **'.

La mayoria de experimentos de migracién de células dendriticas se han realizando
utilizando modelos de células de Langerhans. Al igual que otras CD su funcién
principal es presentar antigenos a los linfocitos T. Sin embargo, se diferencian de las
demas por su capacidad de renovacion en estado de reposo e inflamacion, condiciones
que, segun se ha demostrado recientemente, influyen en la procedencia de los
precursores de las células de Langerhans. Después de la transferencia de médula 6sea el
90% de las CD de bazo, higado y rifion provienen del donador mientras que las células
de Langerhans pertenecen al raton receptor durante un periodo de al menos 18 meses,
demostrando que, en condiciones de reposo, las células de Langerhans no son

reemplazadas por precursores de médula 6sea '*. Por otra parte, debido a que las



células de Langerhans de ratones quiméricos (a los cuales se les ha transferido médula
6sea congénita) incorporan BrdU en proporciones similares a los del ratén control (no
quimérico) en condiciones de reposo, existe la posibilidad de que las células de
Langerhans sean reemplazadas por precursores presentes en la misma piel ya que estan
proliferando localmente. Ademas en ratones parabioticos, es decir que comparten la
misma sangre en circulacién, se observa que a los 10 dias de parabiosis hay una
completa mezcla de linfocitos B, T y granulocitos, mientras que las células de
Langerhans no se mezclan en un periodo de al menos 6 meses. Esto confirma que los
precursores de células de Langerhans no vienen de circulacién (o médula Gsea) en
condiciones de reposo. No obstante, al inducirse inflamacion o trauma en la piel, las
células de Langerhans adquieren movilidad: extienden y retraen sus dendritas y migran
de la epidermis. En este caso, si hay reconstitucion de células de Langerhans con
precursores provenientes de sangre en un proceso dependiente del receptor de
quimiocinas CCR2. Aunque la poblacion de CL del raton deficiente en este receptor no
tiene deficiencias, el nimero de LC de ratones a los cuales se les ha transplantado
médula 6sea CCR2" esta disminuido en un 75% comparado con el nimero de LC
provenientes de médula Gsea CCR2"*; y aunque la frecuencia de LC provenientes de

+/+

médula 6sea CCR2" incrementa con el tiempo hasta casi igualar al CCR2™", este

retraso indica la importancia de CCR2 para renovar la poblacién de LC si bien otros
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receptores deben contribuir (Diagrama 1).

Diagrama 1



En condiciones de Reposo Una CL puede
tardar en salir de la epidermis periodos de
més de 18 meses. 1. Las CL salen de la
epidermis hacia la dermis en un proceso que
no depende de CCR7. 2. Luego, En un
proceso dependiente de la interaccion CCR7-

CCL21 entran a los vasos linfaticos para

migrar hasta los Ganglios linfaticos™™. 3.

Precursores presentes en dermis son los

encargados de renovar la poblacion de Lc en

condiciones de reposo™®.

En estado de Activacion Una CL sale de
la epidermis en cuestion de horas. 1.
Después de censar o captar un antigeno,
Las CL salen de la epidermis hacia la
dermis en un proceso que no depende de
CCR7', pero si de MMPs'?? y MRP1'%.
2. Luego, en un proceso dependiente de la
interaccion CCR7-CCL21 las CL entran a
los vasos linfaticos para migrar hasta los
ganglios linfaticos'*>. 3. Precursores GR1*
CCR2" presentes en sangre son los

encargados de renovar la poblacion de
CL108,109,112

Al salir de la epidermis, las células de Langerhans pasan a dermis donde ingresan a
vasos linfaticos; por tanto, es a través de la linfa que estas células llegan a ganglios
linfaticos. Despues de inducir inflamacion por inmunizacion o por un transplante
alogénico, en la linfa se observa un gran numero de neutrofilos y eritrocitos; ademas,
también se pueden encontrar macrofagos y linfocitos. El encontrar eritrocitos en linfa
podria indicar que la entrada de células a linfa se realiza por un mecanismo pasivo o no
especifico. De la misma manera, no se conoce aun si las CDs se aproximan a los vasos

linfaticos por quimiotaxis y luego ingresan a traves de ‘“huecos” entre células



endoteliales adyacentes; o si existen interacciones entre moléculas de células del
endotelio y de las CDs. Lo que si se conoce es que algunas moléculas de adhesion se
encuentran involucradas en la migracion de CDs, como por ejemplo ICAM1 expresada
en el endotelio, aunque no es importante para la salida de la piel de células de
Langerhans, si es importante para la entrada de éstas células a ganglios linfaticos *;
JAM-A retiene a las células en la epidermis. De esta manera, CDs deficientes en JAM-
A muestran una aumentada motilidad in vitro y ademas, aunque su capacidad de migrar
a través de endotelio vascular sanguineo es igual a la de CDs de un raton silvestre,
cuando se utiliza endotelio vascular linfatico, estas células incrementan su capacidad de

transmigracion *%°.

De igual manera, mediante estudios con células de Langerhans se conoce que las células
dendriticas requieren de CCR7 para llegar a ganglios linfaticos, ya que el ratén CCR7™"

tiene del 1-10% del ndmero normal de CDs en éstos 6rganos linfoides **’.

Aunque
mediante cultivo de piel se ha demostrado que en el paso inicial, en el cual las células
de Langerhans salen de la epidermis e ingresan a la dermis, este receptor de quimiocinas
no es necesario, la llegada de células de Langerhans CCR7" a ganglios linfaticos se
encuentra en gran parte disminuida. Sumado a esto, normalmente en dermis, antes de
ingresar a los vasos linfaticos, las células de Langerhans se alinean alrededor de éstos
formando las estructuras conocidas como “cordones”. Asi, las celulas de Langerhans del
raton deficiente en CCR7, no forman estas estructuras, indicando que la interaccion de

este receptor de quimiocinas con CCL21-leu (que es la que se expresa en vasos

linfaticos) es importante para ingresar a los vasos linfaticos 2,

A pesar de que el aumento en la expresion de CCR7 suele estar relacionado con el
incremento de moléculas coestimuladoras en la superficie de CDs, existen estimulos

capaces de aumentar la expresion de este receptor independientemente del proceso de



maduracion. Por ejemplo, la fagocitosis de células apoptéticas opsonizadas con iC3b
regula negativamente la expresion de MHCIlI y CD86 en CDs inmaduras, aunque
incrementa la de CCR7 %2, Ademas, las células dendriticas migran a ganglios linfaticos
en ausencia de estimulos inflamatorios con el fin de mantener la homeostasis, y en este
caso, CCR7 también es importante para la migracion de CDs, ya que la poblacién
CD11c*MHCIM correspondiente a células de Langerhans que han migrado en estado de

reposo, se encuentra ausente en los ganglios de este raton .

Varias moléculas inducen migracion de CDs a ganglios linfaticos. Entre estas
encontramos a la histamina y los leucotrienos, los cuales aumentan el flujo linfatico.
Prostaglandina E2 es capaz de aumentar la expresion de CCR7 cuando CDs derivadas
de monocitos son inducidas a madurar con CD40L, y de incrementar la migracion de
CDs hacia ganglios linfaticos *2°. Aunque las células de Langerhans del ratén deficiente
en el receptor para prostaglandina E2 presentan disminucion en su capacidad de
migracién ?*, otros tipos de CDs no requieren de ésta molécula para responder a CCR7
122 | a activacion mediada por CCR7 también se encuentra mediada por los
leucotrienos, lo cual ha sido demostrado utilizando el raton deficiente para la proteina
transportadora de leucotrieno 4 (LTC4), MPR1. Las células de Langerhans de este ratén
son retenidas en la epidermis y llegan en un menor porcentaje a los ganglios linfaticos
después de ser estimuladas. Ademas, aquellas que logran pasar a dermis, no forman
“cordones” alrededor de los vasos linfaticos; sin embargo, la adicion exdgena de LTC4
restaura la migracion de las células de Langerhans de estos ratones deficientes en MRP1
a ganglios linfaticos. Sumado a esto, la migracion in vitro hacia CCL19 se encuentra
afectada negativamente hasta en un 90%, no asi la migracion hacia CCL21. No

obstante, esto no explica por qué las células de Langerhans no ingresan a los vasos

linfaticos, ya que es CCL21 y no la quimiocina CCL19 la que se ha visto expresada en



vasos linfaticos '?°. Pese a esto, no se puede descartar un papel de CCL19 en la
migracion a través de éstos vasos, ya que es una quimiocina que las CDs secretan
después de recibir estimulos de maduracion, y que se ha visto ademas, es capaz de

inducir, a bajas concentraciones, la rapida extension de las dendritas en CDs maduras
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Para la salida de CDs de la epidermis tambien es importante la accion de
metaloproteasas. Asi, en experimentos de cultivo de piel, el utilizar inhibidores para
estas enzimas conduce a la retencion de células de Langerhans en epidermis tanto de
humano como de raton. En este caso, las células que salen a la dermis logran formar los
cordones, es decir que si ingresan a los vasos linfaticos. Resultados congruentes se
observan al realizar los ensayos con piel proveniente del ratén MMP 97, MMP que se
expresa en células dendriticas de piel, demostrando la importancia de esta MMP en la
salida de las células de la epidermis *?®. Moléculas como CD47 son ademas esenciales
para la llegada de células dendriticas tanto a ganglios linfaticos como a bazo, 6rgano al
cual ingresan a través de venulas, es decir por via sanguinea, no linfatica. Congruente
con esto, el raton CDA47” tiene una dréastica reduccion de CDs en bazo y una

acumulacion de precursores de ésas células en sangre *%.

Al igual que las células de Langerhans, las CDs derivadas de monocitos que migran
hacia ganglios linfaticos requieren de CCR7 para realizar este proceso, sin embargo, el
receptor CCR8 también es importante para la migracion de estas células a estos 6rganos
linfoides secundarios **°. Asimismo, la interaccién CXCR4-CXCL12 es necesaria para
la migracion de CDs de piel a ganglios linfaticos. Este receptor, al igual que CCR?7,
incrementa tras estimulos de maduracion y su ligando Unico se ha visto expresado en
vasos linfaticos de piel. La importancia de esta interaccion se refleja en el menor

namero de CDs que llegan a ganglios linfaticos después de un estimulo en ratones que



han sido tratados con un antagonista para CXCR4 y en una disminucién en su respuesta

de hipersensibilidad por contacto ™.

A pesar de que la activacion de LT requiere la presentacion de antigeno por parte de las
CDs, y éstas a su vez requieren de CCR7 para migrar a ganglios linfaticos, el ratén
plt/plt, que no tiene CCL19 ni CCL21-ser, presenta una retrasada, pero fuerte y
prolongada respuesta de hipersensibilidad por contacto, demostrando que en este caso la
llegada de células al ganglio y las interacciones CD-LT no dependen ni de CCL19 ni de

ccL21 ',
3.3 Células dendriticas dentro de los ganglios linfaticos

Las CDs ingresan a ganglios linfaticos mediante los vasos linfaticos aferentes, donde se
encuentra expresion de CCL21. Ademéas de la continua migracién de células de
Langerhans a ganglios linfaticos en estado de reposo, las CDs que se encuentran en
ganglios linfaticos y en bazo se estan reemplazando constantemente mediante la llegada
de células que provienen de precursores que se encuentran en sangre. Una vez en los
organos linfoides, las CDs tienen la capacidad de proliferar un nimero limitado de
veces Yy de traspasar el complejo MHC-péptido a las células hijas con el fin de prolongar

la presentacion antigénica *2,

En estado de reposo, las CDs que residen dentro del ganglio linfatico se mueven
lentamente. Aunque se localizan en varias zonas del ganglio, las CDs se encuentran con
mayor densidad entre el borde de las zonas T y los foliculos B. Por el contrario, las
células dendriticas que han llegado al ganglio después de ser activadas se mueven mas
rapido y se dispersan en las zonas T, para después de cierto tiempo comenzar a moverse
més lentamente *¥. CCL19, que es una quimiocina que puede ser secretada por CDs

maduras, induce que los linfocitos T incrementen su capacidad de escanear CDs de



manera independiente de antigeno, aumentando asi la probabilidad de encuentro con un

antigeno “correcto” **.

En ausencia de antigeno exdgeno, las CDs inmaduras son capaces de inducir sefiales en
los LT a través de la interaccion ICAM1-LFAL, que inducen la movilidad y el aumento
transitorio de flujo de calcio en los linfocitos T, asi como el incremento en la expresion
de CD69. Estas respuestas inducidas por CDs inmaduras son mas intensas en LT de
memoria, y las quimiocinas CCL17 y CCL22, dos quimiocinas que son producidas por
CDs inmaduras, tienen un papel importante en provocar este tipo de respuestas en estos

LT de memoria **.
3.4 Proceso de presentacion antigénica por células dendriticas

Debido a que son las unicas APCs capaces de migrar a ganglios linfaticos, que es el
lugar donde se encuentran los linfocitos T virgenes, y a que cuentan con las moléculas
adecuadas para inducir la coestimulacién de linfocitos T y conducirlos a activacion o
tolerancia, las CDs son las APCs que dirigen el tipo de respuesta inmune que se debe
generar hacia determinado antigeno (Figura 5). Estas APC estan dotadas con facultades
que les permiten muestrear su entorno continuamente en blsqueda de antigenos. De
esta manera en el intestino, las CDs son capaces de separar las uniones entre las células
epiteliales para muestrear la mucosa intestinal y asi atrapar bacterias. Esto lo hacen
gracias a que expresan proteinas de uniones estrechas que les permiten establecer
interacciones con las células epiteliales, abriéndose espacio hacia el lumen intestinal sin

dafiar la integridad del tejido *°.

Por otra parte, en las zonas T de los ganglios
linfaticos, las células dendriticas residentes son capaces de atrapar antigenos solubles
que ingresan via aferentes linfaticos antes de que las CD que han atrapado el antigeno

en periferia lleguen al ganglio **'.



Después de captar el antigeno, la CD debe interaccionar con el linfocito T mediante el
complejo MHC-Péptido, lo cual, en caso de haber reconocimiento por parte del TCR
genera la “sefial 1”; ésta es mediada por moléculas de adhesién como integrinas 1y 2
y miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, CD2, CD50, CD54 y CD58 *
Después, la “sefial 2”, que se refiere a la coestimulacion, puede ser generada si existe un
contexto inflamatorio que induzca sefiales a traves de los TLRs sobre la CD. En esta
sefial, las moléculas coestimuladoras de la CD, CD80 y CD86 se unen a su ligando
CD28 sobre el linfocito T, quien a su vez puede activar a las CD través de la

interaccién CD40L-CD40,

Figura 5. Las células dendriticas polarizan la respuesta inmune dependiendo del
antigeno y del sitio de activacion. Existen PAMPs tipo 1 y tipo 2, ademas de Factores
Tisulares (TF) que inducen que la CD promueva una respuesta de linfocitos T tipo TH1,
TH2 o de una células T reguladoras. Algunos antigenos pueden inhibir la maduracién
de las CDs, resultando una CD reguladora inmadura. Los factores tisulares pueden ser

producidos por varios tejidos y células inmunes incluyendo células epiteliales, células



NK, Mastocitos y macréfagos entre otras. Estos factores pueden ser antigenos tipo 1 o

tipo 2. Tomado de Kapsenberg, 2003.

induciendo un incremento en la expresion de CD80 y CD86, ademas de la secrecion de
citocinas como TNF-a, IL-12. Horas después, la produccion de IL-12 disminuye a la
vez que los linfocitos T aumentan la de IL-4 y adquieren un fenotipo de memoria no
polarizado. La presencia de CD80 y CD86 en la CD no siempre genera activacion de los
linfocitos, ya que éstos tienen otro ligando para las moléculas coestimuladoras: CTLA-4
(cytotoxic T lymphocyte antigen 4) el cual se expresa en linfocitos T activados
empleandose para apagar la activacion que culmina ya sea en muerte o en estado de

anergia ',

En estado de reposo las CDs estan escaneando constantemente el ambiente en busqueda
de antigenos, los cuales son presentados sin generar activacion de los linfocitos T. Las
células apoptoticas son una importante fuente de éstos antigenos, que contribuyen a
mantener la homeostasis. De esta manera, el fagocitar inicamente células apoptéticas
no es suficiente para inducir la expresién de MHCII ni moléculas coestimuladoras en la
superficie de la CD, aunque si se produce un aumento en la expresién de CCR7. Por el
contrario, se ha visto que si se activan TLRs al tiempo que se toman estas células, si se
genera maduracion de CDs. Ademas, la sefializacion a través TLRs incrementa la
capacidad coestimuladora y presentadora de las CD debido a que aumenta su habilidad
para Secretar citocinas y quimiocinas **. Sumado a esto, CDs activadas a través de
TLR3 pueden activar células NK y NKT, indicando que la activaciéon de los TLR

capacita a las CD para incrementar la respuesta inmune .



Adicionalmente, las CDs maduras pueden secretar exosomas cargados con complejos
MHC-péptido, los cuales pueden ser capturados por otras CDs receptoras, y presentados
para inducir la activacion de linfocitos T *** 22 Estas vesiculas se encuentran ademas
cargadas con moléculas de adhesion como CD11a e ICAML1 entre otras, involucradas
en la captura de los exosomas por las CDs receptoas y en la activacion de los linfocitos

T 143.

Por otra parte, uno de los mecanismos de presentacion antigénica mas importantes para
generar tolerancia es la presentacion cruzada. En éste, las CD son capaces de tomar
estos antigenos, que serian antigenos exogenos (ya que no son sintetizados por ella
misma), acoplarlos en moléculas MHC-1 'y migrar a LN para presentarlos a los LTCD8.
Asi por ejemplo, de no ser por las CDs, las células infectadas con virus o células
tumorales no podrian ser vistas por los LTCD8 virgenes y la respuesta citotoxica no se

generaria 4.

3.5 Maduracion de células dendriticas inducida por quimiocinas.

La maduracién de CDs puede ser inducida por citocinas como IL1b, TNFa y CD40-L o
moléculas como LPS y secuencias CpG entre otras. El receptor CXCR4, al igual que
CCR7, aumenta su expresion en la superficie de CDs tras estimulos de maduracion. Este
es un receptor que recientemente se ha involucrado en procesos de maduracion de CDs,
de tal manera que el nimero tanto de CDs maduras derivadas de médula 6sea como el
de células de Langerhans maduras se ve disminuido por accién de un antagonista de
CXCR4. Ademas, debido a que las células de Langerhans no proliferan al ser cultivadas
in vitro, la disminucion del nimero de células en cultivo de este tipo de células indica

que CXCR4 tiene un papel en la supervivencia de CDs *°.



Por otra parte, CDs de pulmoén CCR5" son menos eficientes que las CDs del ratén
silvestre en capturar FITC-dextran. Estas células que no fagocitan esta molécula
expresan una menor cantidad de los marcadores de maduracion CD86 y MHCII,
contrario a lo que sucede con las CDs del ratén de la cepa silvestre. Ademas, las CDs de
pulmoén de los ratones CCR5™ y ccL5™ llegan con menor eficiencia a ganglios
linfaticos. De esta manera, CCR5/CCLJ5 estan involucrados tanto en la migracién como
en la maduracién de CDs pulmonares **’. Ademas, la activacion de CCR5 mediada por
una ciclofilina derivada de Toxoplasma gondii induce la produccion de altos niveles

IL12 por CDs CD8+ 148 149,

CCL16 es una quimiocina que se une a los receptores CCR1, CCR2, CCR5y CCR8. La
estimulacion de CDs inmaduras derivadas de monocitos humanos con esta quimiocina,
aumenta los niveles de MHCII, CD80, CD86 y CD83 asi como el de CCR7 y CXCRA4.
Estas CDs maduras a través de CCL16 conservan la expresion de CCR5 y expresan de
novo CCR6. Ademas estas células son capaces de inducir proliferacion alogénica de

linfocitos T al mismo nivel de CDs inducidas a madurar con TNFa. e 1L1b **°,

La quimiocina CCL19 aumenta la proliferacion de linfocitos T inducida por CDs.
Ademas, tanto CCL19 como CCL21 son capaces de inducir un aumento en la expresion
de CD86 y CD40 en CDs en un mecanismo dependiente de proteinas G e independiente
de LPS. Sumado a esto, CCL19 aumenta la secrecion de citocinas como 1L-12 e IL-1§
y TNF-a. por CDs ademas de conducir la respuesta a TH1. Congruente con estos datos,
en el raton plt/plt, CDs estimuladas a través de TLRs llegan a ganglios linfaticos en un

estado semimaduro **.

3.6 Otros papeles de CCL19, CCL21y CCRY7 sobre Células Dendriticas



Las quimiocinas son citocinas que ademas de inducir migracion de CDs, actlan sobre
estas generando multiples respuestas. De esta manera, por su importante papel en el
reclutamiento de CDs maduras hacia ganglios linfaticos, CCR7 ha sido ampliamente
estudiado. Tras la estimulacion con bajas concentraciones de CCL19 se inducen sefiales
que conducen a la extension de las dendritas en CDs maduras, lo cual probablemente
aumenta la capacidad de contacto con linfocitos T. Por el contrario, se requieren
cantidades superiores de CCL21 para generar este efecto (121). Sumado a esto, las
sefiales a través de CCR7 dirigen de manera independiente la velocidad y la quimiotaxis

de las CDs 2.

Aunque el proceso de maduracion de CDs va acompafiado por una disminucion en la
capacidad de estas células para capturar antigenos, se ha observado que tanto CCL19
como CCL21 incrementan la capacidad de CDs maduras para endocitar FITC-dextran

mediante la activacion de Rac y Cdc42, en un mecanismo que depende de proteinas G

153

La activacion de CCR7 también conduce a la proteccion contra la apoptosis al
incrementar la fosforilacion de AKT1 de manera persistente. Esta molécula fosforila a
la cinasa IkB, la cual a su vez fosforila y degrada a IkB liberando a NFkB que
subsecuentemente se transloca al nucleo para inducir la transcripcion de genes
antiapoptéticos. La activacion de AKT1 por CCL19 y CCL21 es dependiente de
proteinas G y asimismo, el bloquear PI3K abate el efecto antiapoptético ejercido por las

quimiocinas ***.

3.7 Células dendriticas y Jak3



Poco se conoce acerca del papel de Jak3 en CDs. Esta tirosina cinasa se expresa a bajos
niveles en CDs derivadas de monocitos humanos, pero aumenta sus niveles después de
activar a las células con LPS. En contraste, Jak3 se expresa en bajos niveles en CDs
derivadas de médula 6sea inmaduras y estos niveles de expresién no cambian durante la

maduracion .

Se sabe que la maduracion de CDs en ratones Jak3” no se afecta de manera negativa
cuando IL4 (citocina que posee dos receptores, uno de los cuales utiliza la cadena yc
acoplada a Jak3), es utilizada para obtener e inducir maduracién de CDs *. Contrario a
esto, cuando la maduracién es inducida por CD40-L, no se observa un incremento de las
moléculas coestimuladoras CD83, MHCII, CD80, CD86 y CD40 en la superficie de
CDs derivadas de monocitos humanos que han sido tratadas con el inhibidor de Jak3
WHI-P-154. Congruente con este dato, estas células inhibidas no inducen proliferacion
de linfocitos T alogénicos *? *°. Por otra parte, se ha reportado que el bazo de ratones
Jak3 deficientes tiene un menor numero de células dendriticas, pero que éstas se
encuentran activadas al contar con marcadores de maduracion como MHCII, CD80,
CD86 y CD40. Ademas tanto CDs derivadas de médula 6sea del ratén Jak3™ como las
CDs derivadas de monocitos humanos tratadas con el inhibidor de Jak3, conservan su

capacidad fagocitica % **°.

Por otra parte, contrario a lo que sucede en linfocitos T, Jak3 regula negativamente la
supervivencia de CDs, es decir que Jak3 promueve la apoptosis; asi en su ausencia, los
niveles de apoptosis se ven disminuidos debido a que hay menor expresion de los
factores proapoptéticos BAX y BAK. Ademas, las CDs deficientes en Jak3 producen
mayores cantidades de IL12 e IL10 tras la estimulacion de TLRs aunque in vivo

conducen la respuesta inmune hacia TH1%.



VI.  Hipdtesis

La ausencia de JAK3 afectara negativamente el proceso de maduracion de Células

Dendriticas y la funcién de migracién mediada por quimiocinas.



VIl. OBJETIVO GENERAL

Definir el papel de Jak3 en los proceso de maduracion y migracion de células

dendriticas durante la respuesta inmune innata.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar el proceso de maduracion de células dendriticas inducido por LPS en

ausencia de Jak3.

Estudiar la capacidad de las células dendriticas deficientes en Jak3 para migrar

hacia las quimiocinas CCL19 y CCL21 in vitro

Evaluar el papel de Jak3 en la migracion in vivo de células dendriticas maduras

hacia los 6rganos linfoides secundarios.

Analizar la capacidad de activacion de linfocitos T mediada por células

dendriticas deficientes en Jak3.



V. JUSTIFICACION

Las Células Dendriticas (CDs) se encuentran practicamente en todos los tejidos donde
cuentan con mecanismos para atrapar antigenos tanto en procesos de inflamacion como
en homeostasis. Al tener la capacidad de ingresar a los ganglios linfaticos y conducir a
los linfocitos T virgenes (LT) a adquirir caracteristicas de células efectoras o tolerantes,

las CDs son las APC que dirigen la respuesta inmune.

En periferia, las CDs tienen un fenotipo denominado “inmaduro” en el cual cuentan con
una maquinaria completa para tomar antigenos, procesarlos y acoplarlos a moléculas de
MHC en su superficie, lo cual les permitird presentar antigenos a los linfocitos T. Para
Ilegar e ingresar a los ganglios linfaticos, las CDs deben ser capaces de recibir sefiales
proporcionadas por las quimiocinas CCL19 y CCL21. Para este fin, tras un estimulo de
maduracion que puede consistir en PAMPs (Patrones Moleculares Asociados a
Patdgenos) como LPS, secuencias CpG entre otros; o en citocinas como TNF-a y
CD40-L, las CDs cambian el repertorio de receptores de quimiocinas en su superficie
pasando de expresar CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CXCR1, CXCR2 y CXCR4,
a aumentar la expresion de CXCR4 y CCRY7. Este ultimo, es el receptor de CCL19 y
CCL21, las cuales se expresan en organos linfoides (CCL19 y CCL21-Ser) y en vasos
linfaticos (CCL21-Leu). Las quimiocinas actlan a traves de receptores de 7 hélices
transmembranales acoplados a proteinas G heterotriméricas. Sin embargo,
recientemente se ha visto que receptores como CCR2, CCR5, CXCR4, CCR9 y CCR7
utilizan la via Jak/STAT. En nuestro laboratorio particularmente se ha observado que
Jak3 se encuentra involucrado en la sefializacion de CCR7 en timocitos y linfocitos de
periferia. Asi, en estas células, esta cinasa se fosforila tras la estimulacion con las
quimiocinas CCL19 y CCL21. Ademas, la ausencia de Jak3 disminuye notablemente la

migracion de estas celulas hacia estas quimiocinas. Adicionalmente, células



progenitoras del ratén Jak3" presentan deficiencias en el homing hacia dérganos

linfoides.

Por otra parte, se ha observado que CCL19 y CCL21 inducen la maduracion de CDs al
promover el aumento en la expresion de moléculas coestimuladoras en la superficie de
éstas células. Asi, teniendo en cuenta que Jak3 se encuentra en la via de sefializacion de
CCR7; por ser la interaccion CCL19/CCL21-CCR7 uno de los principales mecanismos
utilizados por las CDs para llegar a los ganglios linfaticos; y por estar estas quimiocinas
involucradas en la maduracion de CDs, decidimos estudiar el papel de Jak3 en la

maduracion y migracion de este tipo de células.



VI. HIPOTESIS

La ausencia de JAK3 afectara negativamente el proceso de maduracién de Células Dendriticas y

la funcién de migracion mediada por quimiocinas.



VIil. OBJETIVO GENERAL

Definir el papel de Jak3 en los proceso de maduracion y migracion de células

dendriticas durante la respuesta inmune innata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar el proceso de maduracion de celulas dendriticas inducido por LPS en

ausencia de Jak3.

e Estudiar la capacidad de las células dendriticas deficientes en Jak3 para migrar

hacia las quimiocinas CCL19 y CCL21 in vitro

e Evaluar el papel de Jak3 en la migracion in vivo de células dendriticas maduras

hacia los 6rganos linfoides secundarios.

e Analizar la capacidad de activacion de linfocitos T mediada por celulas

dendriticas deficientes en Jak3.



VIII. MATERIALES Y METODOS

DERIVACION DE CELULAS DENDRITICAS A PARTIR DE CELULAS DE

MEDULA OSEA

Se utilizaron ratones deficientes en Jak3 procedentes de los Jackson Laboratories (Bar
Harbour, ME, USA) y ratones GFP" provenientes del laboratorio del Dr. Megumi Okawa
(Okasawa University). Los ratones C57BL/6 se adquirieron en laboratorios Jackson (Bar
Harbour, ME). Los experimentos fueron realizados con ratones entre 8-12 semanas de edad
los cuales fueron mantenidos en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas,

bajo los lineamientos institucionales.

Para derivar células dendriticas (CDs) a partir de médula 6sea se obtuvo fémures y tibias de
ratones Jak3"* y Jak3" en RPMI 10% Suero Fetal Bovino (SFB). Luego, haciendo uso de
una jeringa de 5 ml se drend la médula 6sea con RPMI sin SFB y se lavo centrifugando 5
min. a 1700-1900 rpm y resuspendiendo en 5 ml de medio. Enseguida la médula se
disgrego en jeringa con 5 ml RPMI sin SFB y se lavd nuevamente. (En este punto, se saco
una alicuota de 100 ul la cual fue centrifugada y resuspendida en buffer de lisis de
eritrocitos (Cloruro de amonio 0.83%) para el recuento de las células). Por ultimo las
celulas se resuspendieron en 10 ml de RMPI con 10% de suero SFB y 15% de sobrenadante
de células CHO-GMCSF (ver adelante), a una densidad de 1X 10° células por ml. Al tercer
dia se adicion6 8 ml de RPMI suplementado con 10% SFB y 15% de sobrenadante CHO-

GMCSF. Al quinto dia las células se marcaron para citometria de flujo (FACS) con anti-



CD11c, anti-CD80, anti-CD86 y anti-MHCII (ver adelante) para verificar la presencia de
CDs inmaduras. Ademas, al dia 5 se adiciond 1 pg/ml de LPS de E. coli 0111:B4 y 24h

después se marco las células para verificar su maduracion.

MARCAJE DE CELULAS DENDRITICAS POR CITOMETRIA DE FLUJO

Las CDs derivadas de médula dsea se mezclaron cuidadosamente sin pipetear. Una alicuota
fue tomada para hacer el recuento con azul de tripano poniendo una relacion 1:1
colorante:células. En el marcaje de células de bazo o de ganglios mesentéricos, estos
drganos se extrajeron ya sea en RPMI o en PBS y se disgregaron con malla de nylon.
La tincion se realizd en placas de 96 pozos poniendo en cada uno el mismo numero de
células (3X10°), las cuales se lavaron previamente con buffer de FACS centrifugando 5
minutos a 1500-1700 rpm (PBS 1x, Suero fetal bovino 2%, Azida de sodio 0.02%). Luego,
las células fueron resuspendidas en 20 pL de las diluciones del (los) anticuerpo (s) a
utilizar. Se incub6 15-20 min. a 4°C en oscuridad y se lavo con 100 pl de Buffer de FACS.
Seguido a esto, cuando fue necesario, se resuspendieron las células en 20 pl de la dilucion
adecuada de anticuerpo secundario o estreptavidina. Se incub6 20 min. a 4°C y se lavd con
100 pl de buffer de FACS. La fijacidn se realiz6 con paraformaldehido al 1% en PBS.
En este trabajo se utilizaron los siguientes anticuerpos:

1. Anti- CD86 Pe, catalogo 553692 Pharmingen (BD) uso: 1/200.

2. Anti- CD80 Pe, catalogo 553769 Pharmingen (BD) uso: 1/200.

3. Anti- IA/IE (2G9) Biotinilado, catalogo 553622 Pharmingen (BD) uso: 1:400.

4. Anti- CD11c Pe, catalogo 557401 Pharmingen (BD) uso 1/400.



5. Anti- CD11c FITC, catalogo 557400 Pharmingen (BD) uso 1/100.

6. Estreptavidina APC, catalogo 554067 Pharmingen (BD) uso 1/400.

El citémetro de flujo FACS Calibur de BD vy el programa CellQuest Pro o Flowjo fueron

utilizados para analizar las muestras.

ENSAYOS DE MIGRACION IN VITRO: QUIMIOTAXIS

Los ensayos de migracion in vitro se realizaron en camara de Boyden utilizando una
membrana de nitrocelulosa con poro de 0.5uc. CDs derivadas de médula Osea, tanto
maduras como inmaduras se resuspendieron en HBSS sin Ca™™ y sin Mg™" a una densidad
de 5X10° células por ml, para ser marcadas con calcefna durante 15 minutos. Pasado este
tiempo, las células se lavaron y se resuspendieron en HBSS con Ca™ y con Mg*™* a una
densidad de 2X10° células por ml. En la parte inferior de la camara se adicionaron
diferentes concentraciones de quimiocina, que van desde 10 ng/ml hasta 1000 ng/ml. 50 pul
de la suspension de células fueron adicionadas en la parte superior de la camara. Estas
células estan separadas de la quimiocina por la membrana de nitrocelulosa. Su capacidad de
responder al quimioatrayente y consecuentemente atravesar la membrana se determind por

medio de un detector de florescencia FX Bio-Rad Hercules, CA.

ENSAYOS DE MIGRACION IN VIVO

Se obtuvieron ratones Jak3"-GFP* al cruzar ratones deficientes en Jak3 con ratones que

expresan la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el promotor de actina. Se derivaron CDs
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de médula ésea de ambos ratones y se hicieron madurar como se explicd anteriormente.
1X10° células fueron resuspendidas en 70 ul de PBS e inyectadas en el cojinete plantar
derecho de ratones C57BL/6. El cojinete izquierdo fue inyectado con PBS solo. A
diferentes tiempos (24, 36, 48 y 72 h) después de la transferencia de CDs maduras, los
ganglios popliteos fueron extraidos, macerados y analizados por citometria de flujo para

evidenciar la presencia de células GFP".

CULTIVO DE PIEL

+/+

Las orejas de ratones Jak3""y Jak3” se desinfectaron con etanol al 75%. Posteriormente
las orejas se separaron en sus partes dorsal y ventral y fueron colocadas flotando sobre 3ml
de RPMI suplementado con 10% SFB. El tejido se incubd a 37°C 5% CO2 y a las 24 y 48h
después se obtuvieron pedazos de piel que fueron procesados para la extraccion de

epidermis como se describira en seguida en el protocolo de inmunohistoquimica de laminas

epidérmicas.

INMUNOHISTOQUIMICA DE LAMINAS EPIDERMICAS

Para la obtencion del tejido que se utilizé en los ensayos de DTH, las orejas de ratones
Jak3** y Jak3” fueron extraidas y depiladas para luego, sin separarlas en sus partes dorsal
y ventral, se hacen cortes de +/- 1 mm?. Cortes de este mismo tamafio son obtenidos de la
piel proveniente de cultivo que si ha sido separada en sus partes dorsal y ventral. Los
pedazos de piel se sumergieron en acido etil-endiamida (EDTA) y se incubaron de 10-13

min a 65°C. Pasado este tiempo se separo la epidermis de la dermis raspando suavemente el



tejido con una jeringa de insulina. Enseguida se lavo con PBS y se fijé con acetona 10-15
min. En los experimentos en los que se utiliza la dermis, ésta también se fijo con acetona y
luego se congeld en Tissue teck para realizar posteriormente cortes en criostato.
Para bloquear la peroxidasa enddgena se utiliz6 Peroxido de Hidrégeno al 3%.
Posteriormente se bloque6 con PBS + BSA 0.1% + Tween 0.05% y en este mismo buffer se
resuspendio el tejido con la dilucién de los anticuerpos a utilizar:

o anti-1-A/I-E (2G9) biotinilado cat# 553622 BD uso 1:50.

e Estreptavidina-HRP RPN 1231 Amersham uso 1:1000.

 DAB cat No. 93-1143 zymed.

e anti-Langerina (CD207) cat. No. 14-2073-82 from bioscience uso 1:500.

* FITC-Goat anti-rat cat No. 62-9511 from Zymed uso 1:500.

El tejido se dej6 toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario y con el secundario 1h a
37°C 0 30 min en el caso de la estreptavidina. Las muestras se montaron con resina 0 con

vectashield (invitrogen) cuando fueron marcadas con Isocianato de Fluoresceina.

ENSAYOS DE LINFOPROLIFERACION POR REACCION LEUCOCITARIA

MIXTA (MLR).

Para realizar este ensayo se utilizaron mCDs, es decir celulas que han sido estimuladas
durante 24h con de 1000 ng/ml de LPS provenientes de ambos tipos de ratones Jak3™* y
Jak3". Debido a que el ratén deficiente en Jak3 tiene un fondo genético C57BL/6, y es de

éste del cual se derivan las células dendriticas, los linfocitos T fueron obtenidos de bazos de

ratones Balb/c ANN mediante tamizaje utilizando un anticuerpo anti-B220. Este anticuerpo
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(anti-B220) es incubado en una placa para cultivo de bacterias toda la noche en PBS a 4°C.
Pasado el tiempo de incubacion el anticuerpo se retird y se adicion6 el macerado de células
de bazo obtenidas previamente en RPMI 10% SFB. Se incubd a 37°C 5% CO, en RPMI
10% SFB durante 40-60 minutos, tiempo después del cual se retird la suspension celular
correspondiente a linfocitos T. Una alicuota de estas células fue marcadas con anti-CD4-Pe
(cat No. 553653 BD Pharmingen) y anti-CD8 Pe-Cy5 (cat No. 553034 BD Pharmingen)
provenientes de BD Pharmingen para verificar la pureza de la poblacion. Estos linfocitos
son marcados con Carboxi-fluorescein-diester-amida (CFSE Molecular Probes, ver mas

adelante).

Para evaluar la linfoproliferacion varias relaciones de CDs:LT (1:1, 1:2, 1:4, 1:10 y 1:20)
fueron utilizadas. La cantidad de linfocitos en cada pozo es de 1X10° células por pozo, y es

un namero constante. Como control negativo se dejaron linfocitos sin mCDs.

Los dias 5, 6 y 7 después de haber iniciado el ensayo de linfoproliferacion, se retiraron las
células de los pozos y se tifieron con aCD4 Pe y aCD8 Pe-Cy5. Las células fueron
analizadas en un citometro FACS Calibur para evaluar la pérdida de intensidad de

fluorescencia de CFSE, la cual es directamente proporcional a la linfoproliferacion.

TINCION CON CARBOXI-FLUORESCEIN-DIESTER-AMIDA (CFSE)

Las células fueron lavadas dos veces con PBS estéril y centrifugadas a 1500 rpm durante 5
min. Al pellet de células obtenido se le adicionaron de 20ul-40ul de la dilucion 1:200 de

CFSE y se incub6 5 min. a 37° 5% CO; en oscuridad. Pasado este tiempo, la suspension se



agité y se incubo otros 5 min. Luego se adicionaron 100 pl de SFB frio para detener la

reaccion y se lavé dos veces con 1 ml RPMI 10% SFB.

ENSAYOS DE VIDEOMICROSCOPIA.

5X10° células dendriticas inmaduras fueron expuestas toda la noche al péptido OVA (323-
339) a una concentracion de 100nM en 2 ml de RPMI 10%SFB y al mismo tiempo
estimuladas con 1pg/ml de LPS. Las células fueron lavadas dos veces con PBS y 1.5X10°
de células fueron colectadas en 500ul de PBS para ser inmovilizadas durante 30 minutos a
37°C y 5% de CO, en laminillas previamente tratadas con fibronectina (esta incubacion se
hace con el fin de que las CD se adhieran a la laminilla). Pasado el tiempo de incubacion,
el PBS es removido y reemplazado por RPMI 10%SFB para ser incubado durante 5
minutos mas. 350p de linfocitos T CD4 (7.5X10° células/ml) provenientes de ratones OTII
separados previamente con columnas MACs se adicionaron al tiempo 0 sobre la laminilla
en RPMI, 10% SFB. La videomicroscopia fue realizada usando un microscopio de
epifluorescencia Leica DM IRBE equipado con un objetivo de 63x, con apertura numérica
de 1.32 y y una camara acoplada con un sistema de enfriamiento. Se tomo 1 imagen cada

minuto durante 2 horas. El anélisis se realizé usando el software MetaMorph.

ENSAYOS DE LINFOPROLIFERACION CON RATONES OTII.

Linfocitos T CD4 de ratones OTII fueron extraidos de los ganglios linfaticos utilizando
columnas MACS para ser posteriormente marcados con CFSE y finalmente resuspendidos

en RPMI, 10%SFB. Diferentes relaciones de CD:LT fueron probadas (1:2, 1:5, 1:10y 1:20)
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con diferentes dosis de péptido OVA (323-339). Las células se cultivan durante 3 dias 'y su

fluorescencia es analizada en FACS Calibur, BD.
TINCION CON ANEXINA V

Linfocitos T CD4 de ratones OTII fueron extraidos de los ganglios linfaticos utilizando
columnas MACS y finalmente resuspendidos en RPMI 10%SFB. Diferentes relaciones de
CD:LT fueron probadas (1:2, 1:5, 1:10 y 1:20) con diferentes dosis de péptido OVA (323-
339). Las células se cultivan durante 3 dias. Pasado este tiempo, las celulas del cultivo se
marcaron con anti-CD4 y anti-CD11C a 4°C y posteriormente con anti-anexina-V a

temperatura ambiente. Las células fueron analizadas inmediatamente en FACS calibur, BD.

ENSAYO DE HIPERSENSIBILIDAD DE TIPO RETARDADO

La etapa de sensibilizacion se indujo administrando 10ul de Dinitro-fluoro-benceno al 1%
diluido en Acetona : Aceite de oliva (4:1) sobre la oreja izquierda del ratén. Para la etapa de
reto se utilizaron 5ml de la misma solucidn, los cuales fueron aplicados 5 dias después de la
sensibilizacion. 6 horas (tiempo corto) y 72 horas (tiempo largo) después del reto, los
ratones fueron sacrificados para obtener la oreja sorbe la cual se puso el reto. El tejido se
corté en pedazos de aproximadamente 1 mm? y se siguié el protocolo de
inmunohistoquimica de laminas epidérmicas. Otra parte del tejido se fijé en
paraformaldehido al 4% para luego ser incluidos en parafina y cortados en el microtomo
para realizar tinciones con hematoxilina/eosina. Se calcul6 el grosor del tejido midiendo la
distancia desde el pericondio hasta la membrana basal, haciendo uso del programa Motic

Image plus 2.0. Sumado a esto se hizo el recuento de las células reclutadas al tejido.



IX. RESULTADOS

1. Jak3 no es necesario para la generacion de células dendriticas ni in vitro ni in vivo.

La poblacion de células dendriticas en el raton Jak3 deficiente no ha sido totalmente
caracterizada. O’shea et. al. en el 2006 examino el porcentaje de esta poblacidon en bazo
llegando a la conclusion de que el raton deficiente en Jak3 tienen un menor porcentaje de
cé la. lendriticas en este organo linfoide secundario, aunque los niveles marcadores de
maduracion como CD40 CD80, CD86 y MHCII se encuentran aumentados. De manera
similar, en este trabajo analizamos por citometria de flujo, en 6rganos linfoides secundarios
y en epidermis, el porcentaje de células dendriticas (el nimero en el caso de la epidermis) y
el nivel de sus marcadores de maduracion en ratones deficientes en Jak3 y lo comparamos
con los datos provenientes de la cepa silvestre. Contrario a lo reportado, no detectamos
diferencias en el porcentaje de células CD11c”™ MHCII* (es decir células dendriticas) en
bazo; sin embargo, observamos un incremento significativo en el porcentaje de células

dendriticas en ganglios linfaticos mesentéricos provenientes del ratén Jak3”

(Figura 1a).
No se observaron diferencias en la expresion CD86 ni en bazo ni en ganglios mesentéricos;
sin embargo en bazo, CD80 se encuentra levemente aumentado (Figura 1b). Para
determinar el numero de células dendriticas de piel, separamos la epidermis de la dermis
como se describe en materiales y métodos, y marcamos la epidermis tanto con a-Langerina
como con a-MHCII. Después, se realizé el recuento de células dendriticas en un area de

1mm? con un objetivo de 40X, evidenciando que no existen diferencias en el nimero de

células dendriticas provenientes del ratdn C57BL/6 y el deficiente en Jak3 (Figura 9).
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Figura la 'y b. No hay diferencias entre el porcentaje de células dendriticas de bazo del
raton Jak3"* y Jak3"; sin embargo, el porcentaje es mayor en ganglios linfaticos
mesentéricos del ratén Jak3™. Las células fueron extraidas y marcadas con anti-CD11c y
anti-MHCII. a. Grafica del promedio del porcentaje de células CD11c*MHCII®. b.
Experimento representativos de la expresion de CD80 y CD86 (region CD11c+-MHCII +).
n=9. (*p<0.05).
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2. Células dendriticas derivadas de médula désea de ratones deficientes en Jak3
muestran un menor incremento en la expresion de sus marcadores de maduracion

después de ser estimuladas con LPS.

Las células dendriticas se originan a partir de precursores de médula 0sea. In vitro se
pueden obtener mediante el cultivo de estos precursores con citocinas como Factor
Estimulador de Colonias de Granulocitos y Monocitos (GMCSF), 1lI-4 y FIt3 entre
otras. En este estudio utilizamos Unicamente GMCSF, citocina que es capaz de
conducirnos a la obtencion de macrofagos y células dendriticas, por lo tanto, separamos
la poblacion de interés mediante adherencia. Las CDs obtenidas fueron posteriormente
inducidas a madurar utilizando 1pg/ml de LPS de E. coli. Se realizo tincion con anti-
CD11c para evidenciar células dendriticas totales y con anti-CD80, anti-CD86 y anti-
MHCII tanto antes de estimular las células con el LPS como después de adicionar
dicho estimulo para constatar el proceso de maduracion. Encontramos que el porcentaje
de células CD11c" y la intensidad de fluorescencia de este marcador es mayor en las
células provenientes del raton deficiente en Jak3 (Figuras 2a y 2b). Asi, el numero total
de CDs expresando los marcadores de maduracién es mayor en los cultivos de células
Jak3" aunque los valores no fueron significativos (Figura 2 c-d). Sumado a esto, el
porcentaje de células CD11c" que expresan CD80, CD86 y MHCII es similar en ambos
ratones tanto antes como después de adicionar el LPS (Figura 2e); No obstante, en la
mayoria de los casos, las células que provienen del raton deficiente en Jak3 no
incrementan la intensidad de fluorescencia de sus marcadores de maduracion al mismo
nivel que las células del raton C57BL/6 después de exponerlas a 1 pg/ml de LPS

(Figura 2f y tabla 1).
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2a.

2b.

Figuras 2 a y b. Células de Médula dsea de ratones deficientes en Jak3 pueden dar
origen a células dendriticas. Se obtuvieron células dendriticas a partir de médula
6sea de ratones Jak3"* y Jak3” mediante su cultivo con GMCSF. Estas células fueron
marcadas con anti-CD11c para ser analizadas por citometria de flujo. a. Promedio del
porcentaje de células CD11c” después de adicionar LPS. b. Dot plots representativos
de células después de adicionar LPS. n=14. *p< 0.05.
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2C.

2d.

Figura 2 ¢ y d. ElI nimero total de células dendriticas exhibe una tendencia a ser
mayor en los cultivos provenientes de células de médula Gsea de ratones Jak3™. c.
Antes de adicionar LPS. d. Después de adicionar LPS. n= 14.
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Figura 2 e y f. La ausencia de Jak3 afecta negativamente el proceso de
maduracién de células dendriticas. e. l1zq. Experimento representativo. Der.
Intensidad media de fluorescencia (MFI) y porcentaje de células positivas para los
marcadores de maduracion antes y después de LPS correspondientes al
experimento representativo. f. EIl incremento en la intensidad de fluorescencia
después del LPS respecto a la intensidad de fluorescencia antes de este estimulo es
representado. n=14. *p< 0.05.
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3. Células dendriticas deficientes en Jak3 no migran en respueta a los ligandos de

CCR7,CCL19y CCL21.

Al madurar, las células dendriticas aumentan en su superficie la expresion del receptor
de quimiocinas CCRY7 a través del cual transducen sefiales inducidas por sus ligandos
CCL19 y CCL21. Por esta razén, CCR7 es importante durante procesos inflamatorios
dirigiendo el tréfico de células dendriticas hacia el sitio de presentacion antigénica,
aunque se ha visto que este receptor también es capaz de guiar a las CDs hacia ganglios
linfaticos durante la homeostasis. Para verificar si las células dendriticas maduras
derivadas de médula Gsea de ratones deficientes en Jak3 responden al estimulo con
CCL19 y CCL21 igual que células dendriticas provenientes de ratones de la cepa
silvestre, se realizaron ensayos de quimiotaxis in vitro para los cuales se utilizé una
camara modificada de Boyden. En ésta, las células migran hacia el estimulo, es decir la
quimiocina, a traves de una membrana de nitrocelulosa. Concentraciones de quimiocina
desde 10ng/ml hasta 1000ng/ml se depositaron en la parte inferior de la camara. Las
células, las cuales habian sido previamente marcadas con calceina, se hicieron migrar
durante 90 minutos. Pasado este tiempo se analiza las células que migraron utilizando
un detector de fluorescencia. En nuestros experimentos detectamos migracion de
células dendriticas hacia CCL19 y CCL21 tanto antes como despues de adicionar el
LPS. Por el contrario, las células dendriticas del raton deficiente en Jak3 presentan una
disminucion significativa en su respuesta quimiotactica hacia estas quimiocinas (Figura

3a).
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Para verificar que la falta de migracion de las células dendriticas deficientes en Jak3 no
era causa de una menor expresion del receptor CCR7, estas células fueron marcadas
tanto antes como después de adicionar el LPS, con una proteina de fusién CCL19-1gG
humana. Asi determinamos que no existen diferencias ni en el porcentaje de células
dendriticas que expresan CCR7 ni en la intensidad de fluorescencia de este receptor
(Figura 3 b-c). Ademads, en estos experimentos evidenciamos que las células
dendriticas expresan CCR7 antes de adicionar el estimulo madurador, aunque los

niveles de expresion si se aumentan al agregar LPS.

3a.

12 -

0g
06
04
02

119
05 - 07 -

04
03 -

02
02
0l

f ol -
] o=l II L 0
0 10 100 500 1000
ccLg

Intensidad de Fluorescencia [Cnt/mm2 x 108]

a1

Quimiodna [ng/mil]

Figura 3 a. Células dendriticas derivadas de médula 6sea de ratones Jak3” muestran
una capacidad de migracion reducida hacia las quimocinas CCL19 y CCL21. La
quimiotaxis se realizd6 como se describe en materiales y métodos. Células dendriticas
derivadas de ratones JAK3** y Jak3™ hicieron migrar hacia diferentes concentraciones de
quimiocina. Las células que han migrado a través de la membrana se cuantificaron usando
un detector de fluorescencia. Los paneles superiores corresponden a las celulas antes de
adicionar LPS y los inferiores a las células estimuladas con 1pg/ml de LPS. n= 12.

*P>0,05, 16



3b.

Figura 3 b-c. La falta de migracion de las células dendriticas Jak3” hacia CCL19 y
C.CI_21 no se debe a fallas en la expresion del receptor CCR7. Proteina de fusion IgG-
3C. _19 humana fue utilizada para determinar los niveles de expresion dc CER7 en
llas  peetettiens testa sstes e sttt TTT oo o 2T dihditicas
estimul~ . v W - ttatte i -~ - W en células
dendritizea~t=  agryy "- Sl >0V oo~V - - —-1man CCR7 en
cultive. = T~ ~amlan~"v"~~ = '
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4. Las células dendriticas deficientes en Jak3” son capaces de salir de la epidermis,

pero no forman cordones (cords) alrededor de los vasos linfaticos.

Se ha reportado que las células de Langerhans, es decir las células dendriticas de piel,
no requieren de CCR7 para pasar de la epidermis a la dermis. Por el contrario, este
receptor es esencial para ingresar a los vasos linfaticos, donde se expresa uno de sus
ligandos: CCL21; y posteriormente llegar a los ganglios linfaticos, lugar donde se
expresan tanto CCL19 como CCL21. Asi, las células de Langerhans del ratdbn CCR7 Ko
no logran alinearse alrededor de los vasos linfaticos de la dermis quedando dispersas en
este sitio, mientras que las celulas que si poseen el receptor forman los denominados
“cordones”. Para comprobar si el fenotipo de las células de Langerhans del raton Jak3-
/- era similar al de las células del raton CCR7 Ko, se realizé cultivo de piel procedente

+/+

de las orejas tanto de ratones Jak3"* como Jak3™. Las orejas fueron separadas en sus
partes dorso-ventral e incubadas en RPMI, 10% SFB durante diferentes tiempos. Luego
la epidermis fue obtenida como se describe en materiales y métodos, y marcada tanto
con a-MHCII (no mostrado) como con a-Langerina. Observamos que en ausencia de
Jak3, las celulas de Langerhans si logran salir de la epidermis y que incluso lo hacen

mas rapido que las celulas del raton de la cepa silvestre (Figura 4a). Sumado a esto, la

presencia de “cordones”, solo se detectd en epidermis del ratén Jak3™* (figura 4b).
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Figura 4. Jak3 no se encuentra involucrado en la salida de células de Langerhans de la
epidermis, sin embargo, participa en la formacion de cordones alrededor de los vasos linfaticos.
Piel de oreja ratones Jak3** y Jak3™ fue cultivada en RPMI, 10% SFB. A diferentes tiempos se
analizo la salida espontanea de las células de la epidermis separando la piel en dermis y epidermis
como se describe en materiales y métodos y marcando con anti-Langerina. a. Epidermis,
experimento representativo. b. Dermis, experimento representativo. n=6.

5. Las celulas dendriticas deficientes en Jak3 no son capaces de migrar in vivo hacia

los ganglios linfaticos de drenaje.

Para llegar a ganglios linfaticos, las células dendriticas deben seguir un gradiente de
CCL21 presente en vasos linfaticos, y luego ingresar a los ganglios lifaticos a través de
CCL19 y CCL21. En este trabajo se analizé si la ausencia de Jak3 afectaba la llegada a

ganglios linfaticos por medio de experimentos de transferencia adoptiva. Para estos
19



ensayos, ratones que expresan la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el promotor de
actina fueron cruzados con ratones Jak3" para obtener ratones GFP*-Jak3™. Asi, células de

+/+

médula Osea de estos ratones y de ratones GFP*-Jak3™" fueron derivadas a células
dendriticas, inducidas a madurar con LPS e inyectadas en el cojinete plantar de ratones
C57BL/6. A diferentes tiempos los ganglios popliteos fueron extraidos y analizados por
citometria de flujo para verificar la presencia de células GFP" (figura 5a.). Encontramos
que el porcentaje de células dendriticas Jak3" que logran llegar al ganglio popliteo entre las
36 y 48 horas corresponde al 15,5 - 27,5% de las células dendriticas Jak3** que consiguen

ingresar a dicho ganglio (Figura 5b). Estos porcentajes no aumentan al analizar los

ganglios a las 72 horas.

52 5b

Figura 5 ay b. Jak3 se requiere para la migracion de células dendriticas a ganglios
linfaticos. 1X10° células dendriticas derivadas de médula ésea de ratones Jak3™*-
GFP" y Jak3"-GFP* fueron inyectadas en el cojinete plantar derecho de ratones
Jak3**. A diferentes tiempos, los ganglios popliteos fueron obtenidos y analizados por
o Lo L A O R T

adecuada de linfocitos T CD4 y CDS8.
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Las células dendriticas maduras estan altamente capacitadas para presentar antigenos a
los LT CD4 y CD8 induciendo su proliferacion o conduciendo a estas células a estado
de anergia dependiendo de los factores en los que dicha presentacion antigénica se lleve
a cabo. Por medio de ensayos de Reaccién Leucocitaria Mixta (MLR), en los cuales
células dendriticas y linfocitos T de cepas alogénicas se ponen en contacto, evaluamos
la capacidad de las células dendriticas deficientes en Jak3 para inducir
linfoproliferacién. Solo cuando la relaciéon de células dendriticas: linfocitos T es entre
1:1 - 1:10, las células dendriticas Jak3™ logran inducir proliferacion tanto de linfocitos
T CD4 como CD8 a los mismos niveles que las células dendriticas del raton C57BL/6;
sin embargo, si la relacion es de 1:20, las células dendriticas Jak3” inducen niveles de
proliferacion significativamente menores que las células dendriticas Jak3**. Esto parece
indicar que la menor capacidad de las células dendriticas deficientes en Jak3 para
aumentar la expresion de moléculas coestimuladoras en su superficie, tiene relevancia
bioldgica ya que estas células, cuando se encuentran a bajas densidades en relacion a
los linfocitos T, se encuentran inhibidas en su capacidad de promover linfoproliferacion

(Figura 6 a-c).

Sin embargo, en ensayos de proliferacion en los que se utilizé un sistema de TCR
especifico para Ovoalbumina (OVA), CDs cargadas con diferentes dosis del péptido de
OVA 323-339 se pusieron en cultivo durante tres dias con LT provenientes de ratones
OTII tefidos con CFSE. Se observd que con este sistema, las células provenientes del
ratén Jak3™ son capaces de inducir linfoproliferacion incluso a la relacion 1:20
(CD:LT) (Figura 6 d-e); sin embargo, al parecer las células dendriticas deficientes en

Jak3 conducen a los linfocitos T CD4 a un proceso de apoptosis. Esto lo evidenciamos
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6a.

al marcar a los linfocitos T CD4 con Anexina V y encontrar que los niveles de
apoptosis causados por células dendriticas Jak3” en una relacion 1:2 son similares a

+/+

aquellos provocados por las células dendriticas Jak3™" a una relacién 1:20 (Figura 6 f-
g). Los ensayos en los cuales el modelo TCR especifico para OVA fue empleado aun

requieren de estudios posteriores.
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Figura 6 a-c. Las células Jak3™ inducen menos linfoproliferaciéon que las Jak3"* en
cultivos alogénicos cuando la relacion CD:LT es baja. Linfocitos T de ratones Balb/c
fueron separados con un anti-B220 y marcados con CFSE. Relaciones de CDs:LT de 1:1,
1:2, 1:4, 1:10 y 1:20 se cultivaron en RPMI, 10% SFB. 5, 6 y 7 dias después se evalud la
linfoproliferacion por citometria de flujo. a-b. Promedio de la proliferacion obtenida en 3
experimentos, n=6. c. Histogramas representativos de 4 experimentos por separado en cada
uno de los cuales se analizaron 3 ratones individualmente. Estos histogramas corresponden
al dia 6 de cultivo. *P>0.05. o
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6e

Figura 6 d-e. En un sistema TCR especifico, las células dendriticas Jak3" si son
capaces de inducir linfoproliferacion a los mismos niveles de las células Jak3*"*,
Células dendriticas Jak3** y Jak3" se incubaron durante 1 hora con diferentes
dosis del péptido de OVA 323-339. Linfocitos T CD4" provenientes del raton OTII
fueron obtenidos por columna MACS y marcados con CFSE. Diferentes relaciones
CDs:LTs fueron incubadas y al tercer dia la linfoproliferacion fue analizada por
citometria de flujo. Graficas correspondientes a las relaciones de CD:LT d. 1:2; y e.

1:20. de un experimento representativo.

6f.
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Figura 6 f-g. Los niveles de apoptosis de los linfocitos T CD4 que han sido cultivados
con células dendriticas Jak3” son mayores que los de los linfocitos cultivados con
células Jak3™*. Células dendriticas Jak3"* y Jak3” se incubaron durante 1 hora con
diferentes dosis del péptido de OVA 323-339 y luego se pusieron en cultivo con
linfocitos T CD4 provenientes del raton OTII. 24h después las células fueron marcadas
con anti-anexina V, anti-CD4 y anti-CD11c para ser posteriormente analizadas por
citometria de flujo. Estas graficas corresponden a dos experimentos individuales. n=2

7. Las células dendriticas deficientes en Jak3 si son capaces de establecer contacto
con linfocitos T, aunque el ndmero de linfocitos que pueden contactar al
parecer es menor.

Para tratar de elucidar las causas de la deficiencia de las células dendriticas Jak3™ en

inducir linfoproliferacion en los ensayos de MLR, se realizaron experimentos de
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7a.

videomicroscopia que nos permitirian, en primera instancia, verificar si se estaba
produciendo o no un contacto entre las células dendriticas Jak3" y linfocitos T
contando con un sistema optimizado de reconocimiento TCR-Peptido. Para tal objetivo,

+/+

células dendriticas derivadas de médula 6sea de ratones Jak3** y Jak3” se pusieron en
contacto con Linfocitos T provenientes de ganglios linfaticos de ratones OTIl a una
relacion CD:LT de 1:2, y se tomd una imagen cada minuto durante dos horas.
Utilizando el programa Metamporph se evalué la duracién y el nimero de contactos
realizados por cada célula dendritica en presencia o ausencia de Jak3. El tiempo minimo
que se tomd en cuenta para definir un contacto fue de 5 minutos. De esta manera se
observo que ambos grupos de células, Jak3** y Jak3", son capaces de realizar contactos
de méas de 90 minutos (Figura 7a-d), y que aunque las células dendriticas del ratén
deficiente en Jak3 son capaces de realizar contactos con mas de 4 linfocitos T, el
numero de células capaces de contactar mas de un linfocito se encuentra disminuido en

+/+

comparacion con las células Jak3™" (Figura 7e). En las graficas de duraciéon de
contactos en el eje Y se le ha asignado un numero a cada una de las células dendriticas
y cada punto representa un linfocito T. Asi por ejemplo, en la figura 7a, la célula
dendritica numero 2 contactd a 8 LT, y estos contactos tuvieron un tiempo de duracién
variado. En las graficas de cantidad de contactos (figura 7e), en el eje de las Y esta
representado el numero de linfocitos T que han sido contactados por un nimero X de
células dendriticas, las cuales estan representados por cada punto; asi por ejemplo, 8

+/+

células dendriticas provenientes del raton Jak3™" hicieron contacto con un solo linfocito

T.

7D.
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Figura 7a-d. Tanto las células dendriticas Jak3"* como las Jak3” son capaces de
establecer contactos prolongados con los LTCD4". Células dendriticas y linfocitos T en una
relacion de 1:2 se pusieron en contacto durante 2 horas en RPMI 10% SFB y 5% de CO..
Una foto fue tomada cada minuto. La duracion de los contactos se determing analizando las
imagenes en el programa Metamorph. Cada numero del eje Y corresponde a una célula
dendritica y en el eje X se representa el tiempo en minutos que cada célula dendritica
contact6 a un determinado linfocito. Asi por ejemplo, la célula dendritica nimero 2 contactd
a8 LTenlafigura 7a, n=2
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Figura 7e. Una célula dendritica Jak3™" puede contactar un numero mayor de
linfocitos T en comparacién con una célula dendritica Jak3”™. Por medio de
videomicroscopia se cuantificd el nimero de linfocitos T que puede contactar una célula
dendritica durante dos horas. En el eje de las Y esta representado el numero de linfocitos
T que han sido contactados por un numero X de células dendriticas, las cuales estan
representados por cada punto; asi por ejemplo, 8 células dendriticas provenientes del
raton Jak3*™* hicieron contacto con un solo linfocito T. Grafica en la que se representan
dos experimentos individuales.

8. Mediante ensayos de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) se determind
gue el reclutamiento de células al sitio de inflamacién asi como la inflamacion

del tejido es menor después del reto en el raton deficiente en Jak3.
Una DTH consta basicamente de dos etapas. En la primera de ellas, denominada

sensibilizacion, un antigeno estimula a las células dendriticas a migrar hacia los
ganglios linfaticos para realizar presentacion antigénica a los linfocitos T virgenes.
Estos linfocitos proliferan y migran hacia el sitio de inflamacién como células efectoras
para tratar de resolver el dafio. Algunos de los linfocitos que proliferan en el ganglio
adquieren fenotipo de linfocitos de memoria quedando listos para responder
rapidamente ante un segundo estimulo antigénico. Asi, la en la segunda etapa de la
DTH denominada reto, la subsecuente estimulacion con el antigeno conduce a
inmunidad celular, en la cual, se promueve la activacion de macrofagos y linfocitos de

memoria dando como resultado una respuesta inflamatoria mas rapida y efectiva que la
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primera. De esta manera utilizando un modelo de DTH en piel (sensibilizacion por
contacto) empleando como estimulo Di-NitroFluoro-Benceno (DNFB), se determiné

+/+

que el raton deficiente en Jak3 presenta menos inflamacion que el Jak3™", evaluado
como el grosor desde el pericondio hasta la membrana basal de la oreja retada
comparado con el grosor de la oreja estimulada con el vehiculo (Figura 8 a). Similar a

esto, el niamero de células infiltradas en el sitio de inflamacion es menor en las orejas de

los ratones Jak3 deficientes (Figura 8 b -c).
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Figura 8a. El grosor de la piel de ratones Jak3” no aumenta después del reto en un
ensayo de DTH . Ratones Jak3"*y Jak3” fueron sensibilizados en la oreja izquierda
con 10ml de DNFB 1% en Acetona:Aceite de oliva. Cinco dias después fueron retados
en la oreja derecha con 5ml de la misma solucion. a. Promedio del grosor de la oreja
desde el pericondio hasta la membrana basal. El programa Motic Image plus 2.0 fue
utilizado. n=3. *p< 0.05.
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Figura 8b y c. El reclutamiento de células al sitio de inflamacién es menor en el raton
Jak3™ después del reto en un ensayo de DTH. DNFB fue aplicado en la oreja izquierda
de ratones Jak3** y Jak3™. 5 Dias después se pone el mismo estimulo en la oreja derecha;
pasadas 72h se obtiene tejido para cortes en parafina. b. Tincion con Hematoxilina/Eosina.
c. Grafica del promedio de 3 experimentos. n=3. *P>0.05, **P>0.001.



9. La restauracion del numero de células dendriticas de piel (Células de
Langerhans) después del reto de la DTH no se produce al mismo nivel en
ratones deficientes en Jak3 comparando con ratones que si expresan esta

cinasa.

Al percibir un estimulo las células de Langerhans dejan la epidermis para migrar a los
ganglios linfaticos, dejando a la epidermis desprovista de células dendriticas. De esta
manera, la poblacion debe ser restaurada en un proceso en el que, en estado de reposo,
los precursores provienen de dermis; sin embargo en un proceso inflamatorio los
precursores se reclutan desde sangre en un mecanismo que depende en parte del
receptor de quimiocinas CCR2. En nuestros ensayos observamos que la poblacion de
células de Langerhans de piel de ratones Jak3” se restablece con un nimero de células

+/+

significativamente menor que el nimero de células del la piel de ratones Jak3™" después
del reto de la DTH, sugiriendo que Jak3 estd involucrado en el reclutamiento de
precursores de células de Langerhans durante procesos inflamatorios (Figura 9 a y b).
Esto nos condujo a explorar si Jak3 se encontraba involucrado en la migracion de
células dendriticas a través de CCR2. Para abordar este planteamiento realizamos
ensayos de quimiotaxis in vitro con células dendriticas derivadas de médula Osea.
Observamos asf, que las células dendriticas provenientes del ratén Jak3™ si son capaces

de migrar hacia CCL2 (cuyo unico receptor es CCR2), por lo cual esta participacion de

Jak3 en el retorno de células de Langerhans a la epidermis queda por establecer.
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Figura 9a.

Figura 9b.

Figura 9a y b. EI nimero de células de Langerhans que se encuentran después del reto en
la piel de orejas de ratones Jak3” es menor que el ndmero presente en las orejas de
ratones Jak3*"*. Después del reto la piel fue separada en dermis y epidermis, y ésta Gltima
fue marcada para su cuantificacion  utilizando anti-MHCII o anti-Langerina. a.
Cuantificacion de células de Langerhans en la epidermis. b. Fotos representativas. * P<0.05;
**P<() 01



X. DISCUSION

La respuesta inmune innata consta de barreras fisicas como la piel y mucosas que dificultan
la entrada de antigenos; También comprende celulas que reconocen estos antigenos
mediante receptores de reconocimiento de patron (PRR), es decir receptores que pueden
unir, ya sea de manera directa o indirecta, moléculas que son comunes entre patdgenos
como LPS, dsRNA y CpG-no metilado, denominadas PAMPs. El reconocimiento de
PAMPs por PRR como los Receptores Tipo Toll, conduce a la secrecion de citocinas,
moléculas que inducen el reclutamiento y la activacion de células que contribuyen a la

156 3 Las células dendriticas (CDs) se encuentran ubicadas

eliminaciéon del antigeno
practicamente en todos los tejidos. Al encontrarse en los principales sitios de entrada de
agentes extrafios, cumplen un importante papel como centinelas del sistema inmune. Asi en
la periferia, las CDs que reciben el nombre de inmaduras, son capaces de atrapar antigenos
y/o reconocerlos por diversos mecanismos, lo cual conduce al proceso de maduracion de la
CD. Este proceso consiste, entre otros aspectos, en el aumento de moléculas
coestimuladoras como CD80, CD40 y CD86, asi como de MHCII en la superficie celular

37 'LLa maduracién de células dendriticas les permite presentar el antigeno en un contexto

que induzca la activacién de linfocitos T * 2.

Para llegar a ganglios linféaticos, lugar donde realizan la presentacion de antigenos a
linfocitos T virgenes, las CDs siguen la interaccion CCL19/CCL21-CCR7 ' ¥
Anteriormente se ha observado que Jak3 participa en la sefalizacién de CCR7 ' y que
ademés sus ligandos inducen maduracién de CDs **!. De esta manera en este trabajo

analizamos el papel de Jak3 tanto en la maduracion como en la migracion de CDs. Para este
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objetivo utilizamos un modelo murino deficiente en Jak3. Las células de origen linfoide de
este ratén han sido ampliamente estudiadas debido a la relacion de esta cinasa con
receptores de citocinas como IL7R. IL7 es una interleucina importante en la estimulacién
de la diferenciacion de progenitores hematopoyéticos hacia células linfoides. Asi, Este
ratén Jak3” no posee células Natural Killer (NK) ni linfocitos vd. El nimero de LB
inmaduros, se encuentra disminuido y casi no se encuentran células B maduras. El timo del
raton Jak3™ es méas pequefio (1-10%) que el del ratén normal ®. En bazo, los nimeros de
LT CD4", pero no de LT CD8", son equivalentes a los del raton de la cepa silvestre.
Adicionalmente, los linfocitos T de este ratén son anérgicos ® y las placas de Peyer y los
ganglios linfaticos periféricos, a excepcion del mesentérico, se encuentran ausentes en el
ratén Jak3”. El estudio de células de origen mieloide en este ratén, contrario a las
investigaciones sobre células linfoides, no es amplio. El analisis fenotipico del raton Jak3™",
cuando éste fue creado, evidencié que las células hematopoyéticas no tenian problemas
para generar células mieloides®®. Sin embargo, se ha observado que la sobreexpresion de
Jak3 acelera la diferenciacion de granulocitos y monocitos en respuesta GM-CSF®, y
contrario a esto, la ausencia de esta cinasa disminuye los niveles de apoptoésisis de células
dendriticas®™. Similar a esto, nosotros encontramos que el nimero total de CDs generadas
en cultivo provenientes del raton Jak3” tiende a estar aumentado. En conjunto, nuestros
ensayos aportan informacién que indica que Jak3 si juega un papel en el desarrollo y
funcionalidad de células mieloides, ademas de estar involucrada en la activacion mediada

por quimocinas, en este caso CCL19 y CCL21.

Congruente con trabajos anteriores encontramos que in vivo, el raton Jak3” no tiene

problemas para la generacion de CDs® lo cual comprobamos al examinar 6rganos linfoides
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como bazo y ganglios linfaticos mesentéricos, Unico ganglio linfatico presente en este
raton. De la misma manera, al analizar piel de ratones Jak3” encontramos que el numero de
CDs presentes en este tejido no presenta diferencias en comparacion con el de la cepa
silvestre. Acorde con datos reportados previamente en los cuales células de médula 6sea de
ratones Jak3” son capaces de generar CDs mediante el cultivo con IL4 0 GM-CSF/IL4 %,
nosotros encontramos que este ratdén no presenta deficiencias para la generaciéon de CDs in
vitro a partir de precursores de médula 6sea cultivadas con GM-CSF. Este factor de

crecimiento sefializa a través de Jak2 y no a través de Jak3 **° ™. Aunque IL4 *® e |L7 1

162 son interleucinas que utilizan Jak3 en su via de sefializacién y que pueden estar

involucradas en el desarrollo de CDs

, Se ha visto que en el caso de IL4, el receptor
implicado en la generacion de CDs es el tipo |1, es decir el que no requiere la cadena ycy
por tanto no requiere Jak3 ®. Por otra parte, IL7 puede actuar en conjunto con GM-CSF

para producir un tipo de CDs distinto de aquel que resulta de la combinacion GM-CSF/IL4

163

Se ha reportado que Jak3 se expresa en CDs inmaduras y que los niveles de esta molécula
no cambian con el proceso de maduracién ®. No obstante, aunque la deficiencia en Jak3 no
afecta la obtencion de CDs ni in vitro ni in vivo, nosotros encontramos que la carencia de
esta cinasa afecta negativamente el proceso de maduracién inducido por LPS in vitro, lo
cual es contrario a lo anteriormente reportado. Nosotros observamos que las CDs derivadas
de médula 6sea de ratones Jak3”" no incrementan la expresion de CD80, CD86 y MHCI! al
mismo nivel que las CDs del raton de la cepa silvestre. Aunque en algunos experimentos de
citometria de flujo, la intensidad de fluorescencia de los marcadores de maduracion fue

mayor en las CDs Jak3™, estos fueron Gnicamente 3/14, 2/14 y 5/14 para CD80, CD86 y
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MHCII respectivamente. Asi, la mayoria de experimentos indican que hay un efecto

negativo en el aumento de la expresion de estas moléculas debido a la falta de Jak3.

Anteriormente se reportd que las CDs Jak3” sobreviven mas en cultivo en comparacién con
las CDs Jak3** debido a que esta cinasa regula positivamente la expresion de las proteinas
pro-apoptéticas BAX y BAK ®. En nuestros cultivos de CDs derivadas de médula ésea
observamos que tanto el porcentaje de células que expresan CD11c, como la intensidad de
fluorescencia de este marcador es mayor en la poblacién Jak3”. Congruente con esto, los
nGmeros totales de CDs en los cultivos provenientes del ratén Jak3™, son mayores que en
los cultivos de la cepa silvestre. Asi, a pesar de que el incremento de los marcadores de
maduracion es menor en las CDs Jak3”" después de adicionar LPS, el nimero total de

células expresando dichos marcadores resulta mayor.

Recientemente se ha observado que varias quimiocinas Yy receptores como
CXCL12/CXCR4 ' CcCL5/CCR5 ', cCL16 **°, cCL19 y CCL21 ™' pueden inducir
maduracién de CDs, incluso al mismo nivel que lo hace el LPS. Asi, antagonistas de
CXCR4 disminuyen el nimero de CDs maduras derivadas de médula 6sea **°; CDs de
pulmén del ratén CCR5™ que son menos eficientes que las CDs del ratén silvestre en
capturar FITC-dextran, expresan una menor cantidad de los marcadores de maduracion
CD86 y MHCII, contrario a lo que sucede con las CDs del ratén de la cepa silvestre **;
ademas a través de CCR5 se induce la secrecion de IL12 por CDs CD8a. **. CCL16 induce
el aumento de CD83 y CD86 entre otras moléculas. En la maduracion inducida por CCL16,
P38 y PLC estan involucradas *°. La MAPK p38 también ha sido implicada en el proceso

de maduracién de CDs inducido por LPS o citocinas proinflamatorias *** y sumado a esto,
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la via de sefializacién de CCR7 involucra a la MAPK p38 2. También se ha observado que
la estimulacion a través de CCR7 induce la maduracion de CDs caracterizada por el
aumento de CD86 y CD40. Ademas CCL19 aumenta la secrecion de IL12, IL1B y
TNFa ™. Las quimiocinas CCL19 y CCL21 inducen fosforilacion de Jak3 en timocitos y
linfocitos T *®*. Como evidenciamos por medio de experimentos de migracion in vitro en
los cuales la falta de Jak3 inhibe la migracion hacia CCL19 y CCL21 en CDs, esta cinasa
parece estar involucrada en la sefializacion de CCR7 en CDs. De esta manera, uno de los
mecanismos por los cuales la carencia de Jak3 podria afectar negativamente la maduracién
seria a través de la falla en la via de sefializacion del receptor CCR7. No obstante los
defectos de maduracion in vitro este proceso no se afecta negativamente in vivo lo cual
queda evidenciado al observar los mismos niveles de moléculas coestimuladoras en las CDs

provenientes de bazo y ganglios mesentéricos de ambos ratones Jak3** y Jak3"".

Recientemente se ha visto que algunos receptores de quimiocinas acttan a travées de la via
JAK/STAT. Entre estos estan CCR2 ¥, CCR5 %, CXCR4 *1® cCR9 ° y CCR7 %, Jak3

es expresada principalmente por células de origen hematopoyético %

y Sse asocia con
receptores de citocinas que poseen la cadena yc. Esta cinasa se ha visto implicada en la
sefializacion del receptor CCR7 en timocitos y linfocitos T ', y como se menciond
anteriormente, en este trabajo encontramos que las CDs Jak3" migran la migracion hacia
los ligandos de CCR7, CCL19 y CCL21 esta drasticamente reducida. La sefializacion a
través de este receptor es importante para orientar a las CDs hacia los ganglios linfaticos, ya
que sus ligandos se expresan tanto en estos o6rganos (CCL19 y CCL21) como en vasos

linfaticos (CCL21) **. En nuestros ensayos in vitro observamos migracién de CDs hacia

CCL19 y CCL21 tanto antes de adicionar el LPS como después de adicionarlo. Al evaluar
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la expresion de CCR7 en los dos estadios de estas células, inmaduro y maduro,
evidenciamos que aunque si esta presente en CDs inmaduras, existe un aumento en su
expresion 24 horas después de la incubacion con LPS. Otros reportes indican que CCR7 se
expresa en CDs a pesar de no completar el proceso de maduracion ya que este receptor es
importante para la llegada de CDs a ganglios linfaticos en estado de reposo con el fin de
mantener la homeostasis *2. Asf, el defecto de las CDs Jak3” en la migracion hacia CCL19
y CCL21 se present6 tanto en CDs inmaduras como maduras y el hecho de que no
observaramos diferencias en la expresion de CCR7 entre las CDs Jak3" y Jak3"* indica

que la falla en la migracion se encuentra en la via de sefializacion y no en el receptor.

In vivo el estudio de la migracion de las células de Langerhans es uno de los principales

modelos para estudiar migracién de CDs *®. Asi, se ha logrado determinar que moléculas

12 123 166

como CD47 '*°) leucotrienos ** y prostaglandinas entre otras, Se encuentran
implicadas en el proceso de salida de estas células de la piel y su llegada a ganglios
linfaticos. CXCR4 es un receptor de quimiocinas que aumenta su expresion con la
maduracion de las CDs *”. Congruente con esto se ha determinado que aunque en menor
proporcion que CCR7, CXCR4 es importante para la llegada de CDs a ganglios linfaticos
131 | a interaccién CCR7 y sus ligandos es uno de los factores més importantes para guiar a

las CDs hacia los ganglios linfaticos .

De esta manera se ha observado que el raton
CCR7™ tiene del 1-10% del ntimero normal de CDs en éstos 6rganos linfoides " y el
plt/plt, el cual solo cuenta con CCL21-leu expresada en vasos linfaticos, también presenta

una disminucion en la llegada de células de piel a ganglios, aunque el fenotipo es menos

severo que el CCR7” demostrando que la expresion de CCL19/CCL21 dentro del ganglio
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es necesaria para ingresar a éste 1. En este trabajo utilizamos un modelo de migracion ex

vivo y otro in vivo para evaluar la importancia de Jak3 en la migracion de CDs.

Los ensayos ex vivo se realizaron por medio del cultivo de piel en los cuales se demostrd
que las CDs provenientes de ratones Jak3” no tienen problemas para salir de la epidermis.
En la epidermis las CDs se encuentran unidas a queratinocitos por medio de interacciones
de E-Cadherina '®°. Se ha encontrado ademas que moléculas como JAM-A retienen a las
CDs en epidermis *?, y que ICAM-1 presente en el endotelio linfatico esta involucrada en
el ingreso de células de Langerhans a vasos linfaticos **°.

En este trabajo nosotros reportamos que, al igual que las células deficientes en CCR7 %,
las CDs Jak3™ dejan la epidermis e incluso lo hacen mas rapido que las CDs silvestres.
Esto podria indicar que Jak3 esta involucrado tanto en la migracion a través de CCRY7,
como en algin mecanismo de retencion de las células en epidermis. Se ha reportado que
para ingresar a los vasos linfaticos es necesaria la presencia CCR7, ya que CDs CCR7™ no
logran alinearse alrededor de estos vasos para formar los “cordones” en la dermis *?%.
Similar a esto, no pudimos observar la presencia de cordones en la dermis de ratones
deficientes en Jak3. Después de ingresar a los vasos linfaticos, las CDs llegan hasta los
ganglios donde tienen un promedio de vida de 14 dias **. Por medio de los ensayos de
transferencia de CDs maduras in vivo, determinamos que la llegada de CDs Jak3™ se
encuentra disminuida alrededor del 80%. El conjunto de estos resultados nos permite
concluir que Jak3 se encuentra involucrado en la migracion de CDs hacia CCR7, y que su
ausencia afecta negativamente la llegada de éstas células a ganglios linfaticos.

Una de las principales funciones de las CDs es inducir proliferacion de LT. La activacion

de los linfocitos T depende principalmente de dos sefiales. La primera de ellas consiste en
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el reconocimiento por parte del TCR del complejo MHC-Péptido. Sin la segunda sefial, la
cual consiste en la coestimulacion, los linfocitos T pueden morir por apoptosis o volverse
tolerantes *. De esta manera, en este trabajo observamos que las CDs Jak3" son deficientes
en inducir proliferacién de linfocitos T alogénicos cuando la relacion CD:LT es de 1:20.
Esto podria deberse principalmente a la defectuosa expresion de moléculas coestimuladoras

+/+

que presentan las CDs Jak3" en comparacién a las CDs Jak3™". Por otra parte, en nuestros
ensayos, las relaciones altas DC:LT de CDs Jak3” si inducen proliferacion, lo cual
demuestra que la diferencia en los niveles de expresién de moléculas coestimuladoras
pueden ser compensados aumentando el nimero de CDs, lo cual aumentaria el nimero de
complejos MHC-péptido que el linfocito puede contactar, ya que en un ensayo alogénico,

los LT reconocen apenas el 10% de los complejos extrafios. Asi, al aumentar la relacion

CD:LT, aumenta también este porcentaje de posibles encuentros.

Por otra parte, en ensayos en los cuales se utilizé un sistema TCR especifico, las diferencias
en la activacion de linfocitos T no fueron evidentes. No obstante, el sistema TCR-Ova
especifico no deja de ser un procedimiento forzado, en el cual la mayoria de TCRs
reconoceran los complejos MHC-péptido. Sumado a esto, la expresion de moléculas
coestimuladoras por parte de las CDs Jak3™ no es nula; a pesar de que el incremento de
CD80, CD86 y MHCII en la superficie de las Jak3” no se realiza con la misma eficiencia
que en las CDs Jak3™": las Jak3™ si aumentan la expresién de dichas moléculas con la
adicion del LPS. Congruente con los resultados de linfoproliferacion obtenidos en los
ensayos de TCR-OVA especificos, observamos por videomicroscopia que las CDs Jak3™ s
son capaces de establecer contacto con LT CD4+, aunque el nimero de LT que pueden

+/+

contactar es menor que las CDs Jak3™".
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La funcionalidad de las CDs fue evaluada también mediante ensayos de DTH. En una
DTH, un estimulo sensibilizador activa a los linfocitos T virgenes a proliferar y
diferenciarse en células efectoras. Esta activacién es llevada a cabo por las CDs, las cuales
realizan la presentacién antigénica a los linfocitos T virgenes en los ganglios linfaticos. Un
subsecuente reto con el antigeno conduce a inmunidad celular, en la cual, se induce
activacion de macrdéfagos y linfocitos principalmente, lo cual conduce a inflamacion. Para
llegar a los ganglios a realizar la presentacion antigénica, las CDs deben ingresar a los
vasos linfaticos. La evidencia que obtuvimos de que las CDs Jak3" no forman los cordones
alrededor de los vasos linfaticos sumado a que éstas células no ingresan a éstos Grganos
linfoides después de la transferencia adoptiva, es congruente con el hecho de que la
inflamacion, medida como el grosor de la oreja después de aplicar el reto en el ensayo de
DTH, es menor en la piel de ratones Jak3" comparada con el grosor de la piel de oreja de
ratones Jak3**. Sin embargo, al hacer el recuento de células infiltradas en el sitio de
inflamacion encontramos que, en comparacion al tejido sensibilizado con vehiculo, en el
raton deficiente en Jak3, si existe un incremento del numero de células reclutadas al sitio
de inflamacidn, aunque éste no es tan significativo (Jak3'/' P=0.05) en comparacion con el
aumento del nimero de células en el ratén Jak3** (P= 0.001). Esto evidencia que la
activacion de los LT se esta dando en un 6rgano diferente a los ganglios linfaticos, ya que
éstos se encuentran ausentes en el ratén Jak3™”. Se ha reportado que el raton plt, el cual
Gnicamente posee CCL21 en vasos linfaticos, si genera respuesta en un ensayo de
sensibilizacion por contacto; y aunque lo hace de manera retardada, esta respuesta es
exacerbada en comparacion con la respuesta del raton de la cepa silvestre. En ese caso, a

pesar de que si se observan LT y CDs en ganglios linfaticos, se observa también una
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acumulacién de CDs y LT en el bazo *°. De esta manera, en nuestro caso podria estarse

dando la activacion de LT por parte de CDs en este 6rgano linfoide.

En los ensayos de DTH determinamos ademas el ndmero de células de Langerhans
presentes en el sitio de inflamacion después del reto. En estado de reposo, las células salen

114 121 115 En este caso la

de la epidermis a una frecuencia baja pero constante
reconstitucién de la poblacién esta a cargo de precursores presentes en la misma piel **.
Por el contrario, al inducir inflamacion, las células de Langerhans extienden y recogen sus
dendritas y salen de la piel en cuestién de horas **°. En este caso la poblacién de células de
Langerhans se restablece a partir de precursores provenientes de sangre *** % Estos
precursores son monocitos GR1" que se incorporan a la epidermis; se tornan Langerina
positivos y adquieren la morfologia caracteristica de célula de Langerhans extendiendo sus
dendritas 8. En nuestros ensayos encontramos que después del reto, las células de
Langerhans del ratén Jak3” no retornan a la epidermis con la misma eficiencia que las

+/+

células de Langerhans del raton Jak3™", demostrando que la cinasa Jak3 se encuentra

involucrada en este proceso.

En Linfocitos T, timocitos y células de ganglios linfaticos, la tirosina cinasa Jak3 se ha
visto involucrada en la via de sefializacién de receptores de quimiocinas como CCR9 *®,
CXCR4% 1% CCR9 y CCR7'™. En este trabajo reportamos que Jak3 también es
importante en la activacion inducida por los ligandos de CCR7, CCL19 y CCL21 en CDs.
Debido a la importancia de este receptor en la migracién de CDs hacia los ganglios

linfaticos, el ratdn deficiente en la cinasa Jak3 presenta una llegada disminuida de CDs a

ganglios linfaticos. Congruente con esta deficiencia, la respuesta de DTH se encuentra
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disminuida en el ratén Jak3”. Asimismo, la maduracién de las CDs Jak3" se encuentra
afectada negativamente, lo cual se ve reflejado en la funcionalidad de éstas células, las
cuales son incapaces de inducir linfoproliferacion alogénica a los mismos niveles de las

CDs Jak3™"*.

Asi, las fallas en maduracién y migracion de CDs Jak3™ inducida a través de CCR7 nos
permiten concluir que esta cinasa se encuentra involucrada en ambos procesos; por lo tanto,

su ausencia afecta de manera negativa tanto la migracién como la funcionalidad de las CDs.
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XI.CONCLUSIONES

El porcentaje de CDs de bazo no presenta diferencias entre ratones Jak3” y

Jak3*"*,

El nimero total de células que expresan CD11c estd aumentado en los cultivos
de médula 6sea de ratones Jak3” comparado con los cultivos provenientes de

ratones de la cepa silvestre.

La ausencia de Jak3 afecta negativamente el proceso de maduracion de células

dendriticas.

La quimiotaxis de CDs inducida por las quimiocinas CCL19 y CCL21 in vitro,

se reduce en ausencia de Jak3.
Jak3 no se necesita para el paso de células de Langerhans de epidermis a dermis.

La ausencia de Jak3 afecta negativamente la migracion de CDs a ganglios

linfaticos.

La linfoproliferacion inducida por CDs Jak3™ en MLR se ve disminuida cuando

la relacion CD:LT es mayor que 1:10.

En ensayos de DTH, el proceso inflamatorio es menor en ratones deficientes en

Jak3.

Jak3 es necesario para el reclutamiento de células de Langerhans en procesos

inflamatorios.



VIl. PERSPECTIVAS

Evaluar la fosforilacion de Jak3 inducida por los ligandos de CCR7, CCL19 y
CCL21.

Los experimentos de proliferacion haciendo uso del modelo TCR especifico para
OVA sugieren a que la apoptosis de linfocitos T cultivados con CDs Jak3" a
una relacién de CDs:LT de 1:2 es similar a la apoptosis de linfocitos T

+/+

cultivados con CDs Jak3™" a una relacion de 1:20. No obstante, La n de estos
experimentos no es suficiente para concluir que las CDs deficientes en Jak3
inducen apoptosis de LT, por lo cual aumentar tanto la n de este tipo de de

experimentos es necesario.

Los ensayos que indican que la duracion de los contactos entre CDJak3™ y LT

+/+

es similar a la duracion de los contactos entre CD Jak3™" y LT, asi como los
datos que sefialan que el niimero de contactos es menor al utilizar CDs Jak3"

también requieren aumentar la n para que sean concluyentes.

Debido a que en los experimentos de cultivo de piel y en las DTH se observd

que las CDs provenientes del ratén Jak3” migran de la epidermis mas rapido

+/+

que las CDs provenientes del raton Jak3™", es necesario analizar el papel de Jak3

en la retencion de CDs en la epidermis



VIIl. GLOSARIO
CDs: Células dendriticas
CL.: Células de Langerhans
PRR: Receptores de Reconocimiento de Patron
TLRs: Receptores Tipo Toll
LPS: Lipopolisacarido
dsRNA: RNA de doble cadena
CpG: Secuencia plasmidica de DNA comun en bacterias
PAMPs: Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos
TCR: Receptor de células T
BCR: Receptor de células B
APCs: Presentadoras de antigeno profesionales
TNFa: Factor de necrosis tumoral o

GPCRs: Receptores de siete hélices transmembranales acoplados a proteina G
heterotrimeérica

Jak: Cinasas de Janus

STAT: Transductores de la sefial y activadores de la transcripcion
MAPK: proteinas cinasas activadas por mitégenos

MMPs: Metaloproteasas de matriz extracelular

LN: Ganglios linfaticos

HEVs: Vénulas de endotelio alto

fMLP: Péptidos N-formilmetionilados

GM-CSF: Factor estimulador de Colonias de Granulocitos y Monocitos
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