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RESUMEN 

En la epidermis del ratón adulto existen dos poblaciones de células con morfología 

dendrítica: células de Langerflans y DETC. Las células de Langemans de adulto 

expresan MHC CU, DEC 205 \' ATPasa, mientros que l.:ls de ne.:ncitos (dio O) p;:in:::cn 

tener un fenotipo inmaduro ya que muy pocas células ATPasa• expresan CII. En el 

presente trabajo se estudió la expresiÓn de ciertos receptores de reconocimiento de 

patrones moleculares asociados a patógenos (PRR's) en epidermis de ratones BALBtc 

adultos y neonatos, utilizando anticuerpos para los siguientes marcadores: DEC 205, 

Receptor scavenger (SR) y CD14. En los ratones neonatos se encontraron células SR+ y 

CD14• con morfología dendrítica típica que además tienen actividad de ATPasa; pero no 

se encontraron células que expresaran DEC205. Por otro lado, en ratones adultos se 

observó la expresión de DEC 20S, pero no se encontraron células positivas para ninguno 

de los PRR's estudiados. Se desconoce el origen y función de las células dendríticas que 

expresan estos marcadores (SR y CD14) en la epidermis de los ratones neonatos. Cabe 

la posibilidad, dado que estos son marcadores también de monoatos, que estas OC 

puedan ser de un linaje similar o paralelo al mieloide. También existe la probabilidad de 

que la desaparición de los marcadores en las células de los animales adultos pueda 

deberse a la muerte de las células que los expresan, o a la simple disminución en la 

expresión de éstos. Sería interesante conocer como podrían afectar estos sucesos el 

papel de las DC durante el período perinatal temprano. Estos resultados representan el 

inicio de una linea de trabajo sobre el estudiO de la inmunidad en el periodo neonatal In 

vivo. 
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1.0. INTRODUCCIÓN 

Los animales superiores están expuestos a una gran variedad de microorganismos y 

compuestos extraños, pero poseen sistemas de defensa frente a tales patógenos que les 

permite mantener un equilibrio; dichos mecanismos tienden a distinguir lo propio de lo 

extraño. El sistema inmune es el conjunto de mecanismos que los animales presentan 

frente a agentes externos extraños (Abbas 1999). Dos sistemas generales de la 

respuesta inmune contra agentes infea:iOsos han Sido seleccionados durante la 

evolución: inmunidad innata (inespecifica o natural) e inmunidad adquirida (específica o 

adaptativa) (Santos-Argumedo 1994 ). 

Los elementos esenciales de la inmunidad innata son: 1) barreras físicas, químicas y 

biológicas como epitelios y sustancias antimicrobianas producidas en superficies 

epiteliales; 2) proteínas sanguíneas entre las que se incluyen miembros del sistema del 

complemento y otros mediadores de la inflamación; 3) células fagociticas (neutrófilos, 

macrófagos), y otros leucocitos como las células natural killer \NK}. La inmunidad 

innata representa la primera línea de defensa contra los microorganismos y otras 

sustancias extrañas (Douglas 1996). 

Las caracteristicas fundamentales de la inmunidad adaptativa son: alta especificidad 

para moléculas diferentes; especialización, que las capacita para responder de forma 

adecuada a distintos retos antigénicos; y capacidad para "recordar"' y responder con 

mayor fuerza tras exposiciones repetidas al mismo antígeno. Los componentes de la 

inmunidad especifica son los linfocitos y sus productos, entre ellos los anticuerpos, 

básicamente la respuesta inmune adaptativa es donal (Douglas 1996). 

Los mecanismos de las respuestas inmunes innata y especifica forman un sistema 

integral de defensa en el hospedero, en el que existe una cooperaci6n funcional de 

numerosas células y moléculas. 
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Durante la etapa neonatal es muy frecuente la alta susceptibilidad a infecciones. 

Estudios realizados en hospitales mexicanos muestran que en las unidades de terapia 

intensiva pediátrica, el 51.9% de los ingresos es afectado por infecciones nosocomiales, 

mientras en el servicio de neonatología la cifra es de 44.9%, siendo estos dos los que 

presentan mayor porcentaje en comparación con otros (Medicina interna 15.8%; Orugía 

5.9%; Ginecobstetricia 2.6%; Pediatría 4.2%) (Tinaco 1997). Se sabe que algunos 

componentes celulares del sistema inmune tienen reducidas algunas de sus funciones. 

Tradicionalmente se ha atribuido este problema a k1 inmadurez de linfocitos y monocitos 

en neonatos, comparando con las células de adultos (Harris 1992; Taylor 1985; Tucci 

1991). Sin embargo, se ha visto que los linfocitos T neonatales son capaces de cooperar 

en la producción de anticuerpos con los linfocitos B ele adultos (Astori 1998), además de 

que en condiciones óptimas de estimulación los linfocitos T •vírgenesH neonatales son 

igualmente competentes para producir el perfil de citocinas que los linfocitos T adultos. 

Recientemente se han iniciado estudios en los cuales se ha prestado atención a otras 

células que regulan y estimulan la inmunidJd especifica, como las células dendríticas 

(OC). 

Localizadas estratégicamente en tejidos penféricos no linfoides como piel y mucosas, 

donde cotidianamente ocurre la mayor exposición anllgénica y en donde bajo 

condiciones nonnales no hay linfocitos, las células dendríticas (OC) son consideraclas 

parte de la respuesta inmune innata y desempei\an funciones cruciales para iniciar la 

respuesta inmune especifica: a) La captura de antígenos de origen diverso (microbianos 

variados como parásitos, virales y otros como antígenos químicos, celulares, etc.); b) El 

procesamiento de dichos antígenos (las DC tienen la capacidad de procesar antígenos 

tanto endógenos como exógenos); c) El transporte de los mismos desde la periferia 

hasta compartimentos muy específicos dentro del tejido linfoide.; d) La presentación de 

dichos antígenos a los escasos linfocitos antígeno específicos. Las OC expresan de 

manera abundante las moléculas requeridas para utilizar cualquiera de las 3 vías 

conocidas para presentación de antígenos: MHC ciase 1 (antígenos endógenos protéicos 
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y glicoprotéicos), MHC clase II (anügenos exógenos protéicos y glicoprotéicos) y CDl 

(antígenos de naturaleza lipídiea) (Banchere.au y Steinman 1998; Banchereau 1995). 

Las OC por tanto se consideran las células centinelas por excelencia, son las únicas 

células presentadoras de anügenos (CPA) capaces de activar fuertemente linfocitos T 

vírgenes y por lo tanto de imoar vigorosas respuestas inmunes de novo (Banchere.au y 

Steinman 1998). 

Pese a la gran cantidad de trabajos sobre las OC, aún hay muchos aspectos básicos 

por investigar. A pesar de que se conocen varías maneras de generar OC In vitro 

(Banchcre.au y Steinman 1998; caux 1994; Flores-Romo 1997), se desconocen los 

mecanismos operantes in vivo. También se desconoce como se regula la colonización de 

tejidos periféricos por k1s OC o por precursores durante el desarrollo ontogénico, así 

corno los mecanismos precisos de la movilización de las OC periféricas hacia los tejidos 

linfáticos (Krípke 1990; Moodycliffe 2000). 

En comparación con los animales adultos existen pocos reportes sobre la 

funcionalidad de las DC en nconatos, los cuales señalan que las OC (humanas) 

generadas de sangre de cordÓll estimulan débilmente la rcacciÓn de cultivo mixto de 

linfocitos y la proliferación clona! de los linfocitos T (Hunt 1994; Petty 1998). También 

se ha visto que la capacidad endocítica de las OC obtenidas a partir de mooocitos de 

sangre de cordón se vé disminuída, lo cual se relaciona con la menor expreSiÓll del 

receptor de manosa, adcn1ás de expresar con menor intensidad moléculas como COla y 

MHC-II, comparadas con las OC de adulto (liu 2001). Por otro lado, se ha demostrado 

que el marcador DEC205 (análogo del receptor de manosa) no se expresa en OC de la 

epidennis de ratones nconatos, lo cual podría afectar la capacidad endocítica y su 

función presentadora de antígenos (lieras 2001). 

Se requiere todavía de mucho trabajo respecto a la función y el fenotipo de las OC 

durante el periodo neonatal, es por- eso que el siguiente proyecto tiene la finalidad de 

estudiar el fenotipo de las OC epidérmicas de ratón durante este periodo, comparando 
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oon animales adultos la expresión de ciertos receptores de reconocimiento de patrones 

moleculares asociados a patógenos (PRR's), moléculas importantes para el 

funcionamiento de las DC. 

1.1. PIEL (ESTRUCTURA HISTOLÓGICA GENERAL) 

La pief es el órgano más grande del cuerpo y la barrera física principal entre el 

organismo y el medio exterior. La piel puede dividirse en dos partes: una capa exterior 

conocida como EPIDERMIS y una capa interna conocida como DERMIS, la rual descansa 

sobre una capa de tejido conectivo laxo (Hipodermis) que varía de areolar a adiposo. La 

densidad y disposición de la capa subcutánea determina la movilidad de la piel (Figura 

lA). La hipodermls a su vez, está adherida de forma laxa a una fascia profunda 

subyacente, o al periostio del hueso. En los labios, la nariz, los párpados, la vulva y el 

prepucio; la piel se continúa, a través de uniones muoocutáneas, con las membr"anas 

mucosas que revisten estas estructuras. 

e 
A 

Epidermis 

Epidermis 

Dermis 

<~~~·tf f ~:fjrij ~-Hipodermis 

Flgu,. 1. u piel - f00'1Ntda por dos capas: Epidemt• y o..r..• 

Las funciones específicas de la piel dependen principalmente de las propiedades de la 

ep«jermls. Este epitelio forma una cubierta ininterrumpida sobre toda la superficie del 

cuerpo, y se especializa kx:almente para formar las faneras, pelo y uñas. También da 

lugar a dos tipos de glándulas, una productora de la secreción acuosa, el sudor y la 
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otra, una secreción sebácea. Las propiedades de la piel se encuentran resumidas en la 

tabla l. (Mckee 199'1; Fawcett 1995) 

• Mantiene la integridad del cuei-po. 
• Protege contra estímulos nocivos . 
.. Absorbe y excreta líquidos. 
• Regula la temperatura. 
• Es impermeable. 
• Absorbe la luz ultravioleta. 
• Detecta estímulos sensoriales. 
• Actúa como una barrera contra microorganismos. 

Tabla 1. Propiedades de la piel 

La superficie de la piel no es lisa sino que está marcada por surcos poco profundos 

que crean patrones que varían de una región a otra. De estos patrones, los más 

familiares son las crestas y surcos de las almohadillas de los dedos, que constituyen los 

dermatoglifos. AQuí, las crestas forman un patrón característicos en arcos, asas o 

verticilos que son los rcsJX)flsabies de la individualidad de las huellas dactilares. 

La interfase entre la epidermis y la dermis es también muy irre;¡ular. Un patrón 

intrincado de crestas y surcos por debajo de ki epidermis se adaptan confonne a un 

patrón de surcos y crestas en la epidermis subyacente (Figura IB). Las proyecciones de 

la dermis se denominan papilas clénnk:as y las depresiOnes de la epidermiS se han 

llamado, tradicionalmente, crestas interpapilares (Mckee 1994; Fawcett 1995). 

1.1.1 Epidermis 

La epidermis deriva del ectodermo, es un epitelio estratificado escamoso 

queratinizado del cual surgen apéndices cutáneos, llamados folículos polisebáceos y 

glándulas sudoríparas. La epidermis está formada por queratinocitos, los cuales se 

renuevan continuamente por mitosis de las células de la capa basal (estrato 

gerrninativo). A medida que se forman nuevas células, éstas se desplazan lentamente 

hacia la superflOC del epitelio. En su tránsito se diferencian, agrandan, y acumulan 
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cantidades crecientes de filamentos de queratina en su citoplasma. Además de los 

queratinocitos, los melanocitos, las células de Merkel y las células de Langerhans (LC) se 

localizan en la epidermis. Esta comprende cinco capas o estratos: a) estrato 

germinativo, b) estrato espinoso, c) estrato granuloso, d) estrato lúcido e) estrato 

córneo (Figura 2). 
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fiaura 2. Capas eoidérmicas o t!strat~. 

El estrato gerrninativo se localiza inmediatamente después de la dermis, consta de 

una sola capa de céJulas cilíndricas o cúbicas que contienen núcleos en muesca, 

limitados por un anillo de heterocromatina y con uno o dos nucleólos muy notables. 

Cada célula contiene prolongaciones atoplasmáticas cortas y delgadas en su cara basal. 

Estas prolongaciones penetran en invaginaciones y pa~en anclar el epitelio a la dermis 

subyacente. La membrana plasmática relacionada con la lámina basal presenta muchos 

hemidesmosomas, los cuales se observan con f~uencia en las caras lateral y superior 

de las células y sirven para conservar1.1s unidas. En esta capa se observa mucha 

actividad mitótica, k:> que da origen a nuevas células que son desplazadas hacia la capa 

superior(Fawcett 1995; fieras 2001). 

El estrato espinoso consta de varias capas de células poliédricas irregulares, cuya 

supeñtcie está cubierta de proyea:ioncs dtoplasmáticas cortas, que se unen con 

proyecciones similares en las células adyacentes fonmando puentes inten:elulares. Su 
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citoplasma contiene múltiples haces de filamentos que forman las tonofibrillas, muchas 

de las cuales tenninan en desmosomas en las proyecciones citoplasmáticas (Fawcett 

1995; Heras 2001). 

El estrato genninativo y el estrato espinoso en conjunto se considera como la capa 

de Malphigi; es en este sitio donde se encuentran los melanocitos, las células de 

Langerhans y las células de Merkel (Figura 2). 

El estrato granuloso consta de tres a cinco capas de células aplanadas con núcleos 

vesiculares que carecen de nudeolos, prueba morfológica de la disminución de la 

actividad celular; su citoplasma contiene gránulos de queratohialina y queratinosomas. 

N aumentar el tamaño y número de estos gránulos, bs núcleos se hacen pálidos e 

imprecisos o faltan, y el citoplasma carece de milocondrias, retículo endoplásmico, 

ribosomas y aparato de Golgl (Fawcett 1995; Heras 2001). 

El estrato cómeo, está formado por células claras, muertas y semejantes a escamas 

que se aplanan y fusionan en forma progresiva. Las células córneas poseen un 

plasmalema engrosado con muchos pliegues que se interdigitan con las células vecinas, 

no tienen núcleo y el citoplasma contiene queratina blancla con poco contenido de 

azufre. Las capas más externas sufren descamación constante, de esta manera hay 

pérdida constante de células muertas que son sustituidas por células nuevas formadas 

como resultado de la mitosis en capas profundas (Fawcett 1995; Heras 2001). 

1.1.2 Dermis 

Por debajo de la epidem1is está la dennis o corion, una capa resistente de tejido 

conectivo que constituye la mayor parte del grosor de la piel. La compleja topogratia de 

la unión dennoepidénnica no puede apreciarse completamente mediante el estudio de 

cortes histológicos. Sin emball}J, la epidermis puede separarse de la dermis incubando 

una muestra de piel en una solución quelante de cak:io como el EDTA. La dermis está 

formada por tejido cooectivo denso de disposición irregular y se subdivide en dos 

estratos: 1) la capa papilar en contacto con la epidermiS y 2) la capa reticular, debajo 

de ella. La capa papilar Incluye las crestas y papilas que sobresalen hada la epidermis, 



tienden a presentarse en hieras dobles que CDn frecuencia están ramlflcadas. Algunas 

papilas contienen tennlnadones nerviOSas o paseen asas de vasos sanguíneos. Esta 

capa posee fibras de colágena, reticulares y elásticas delgadas dispuestas en una red 

extensa. Por el contrario, la capa retlcular es el principal lecho fi>roso de la dermis, 

a>nsta de fibras de colágenas gruesas y entrelazadas, con las que se entremezclan 

algunas fibras reticulares y muchas fibras etásticas (Figura 3). En la dennis pueden 

e11contrarse fibras musculares Usas, dispuestas en pequeños haces unidos de rolic:ulos 

pilosos. (Fawcett 1995; Heras 2001) 

Ll.3 Slslemm inmune cutáneo 

Capilar 
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la piel presenta al ambiente una oran superficie cootlnuamente expuesta a 

radladones, bacterias, parásitos, hongos y toxinas. Además de su función picAlectaa 

mecánica, se ha demostrado en los últimos años que es parte integral del sistema 

inmune del <Xganismo. B hallazgo en la epidermis de células que se enfreltan a 

sustancias anbgénicas del ambiente no resulta sopre11de11te; ob!ilervándose también 

una alla oooc:e 1tiac:~1 de dk:has c:étulas en la lámina propia del tubo dlC}estlvo, quizá 

para del'a~ de mlaoorganismos potenóalmente dañinos. Durante varios años, se 

ha Informado de la presencia de pequei\as cai rtidades de llnfoc:los en la epdermls, peo 

no se les atribuyó nln9ún slgnlk:ado en especial. Por otro l9do se pensaba que 11 
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función de los queratinocitos estaba limitada a la síntesis de queratina y de los 

componentes extracelulares de la barrera de permeabilidad, además se desconocía el 

significado de las células de Langerhans (Fawcett 1995). Actualmente se sabe que 

estas células fonnan parte de los componentes celulares que participan en la respuesta 

inmune, otorgándosele a la piel la acepción de tejido linfoide. En 1986, el grupo de Bos 

propuso el termino sistema inmune de la piel (•SJS"), el cual se utiliza para describir a 

los componentes celulares y humorales presentes en la piel (Bos 1993). 

Es posible que también los queratinocitos estén involucrados en diferentes 

alteraciones inmunológieas de la piel como activadores no específicos que responden a 

varios eventos dañinos. Estas células actúan como un transductor de señales pro

inflamatorias que responden a estimulas externos produciendo moléculas de adhesión y 

citocinas. En condiciones normales sintetizan algunas citocinas constitutivamente, pero 

su activación por distintos estímulos (dermatitis, radiación ultravioleta, traumas, etc.) 

conduce a la expresión de cilocinas que afectan a las células circundantes. Además de 

ésta función, los queratinocitos pueden presentar antigenos en el contexto moléculas 

MHC 1 (Bos 1993). 

En la dermis se IOGJliza un buen número de células cebadas de tejido conectivo, su 

principal caraderistica es la expresión de receptores Fc" y principalmente están 

involucradas en problemas alérgicos. Las células endoteliales de la microvasculatura 

juegan un papel importante controlando la extravasación de leucocitos expresando 

controladamente moléculas de adhesión e interaccionando con otras moléculas del 

sistema inmune en cond1oones de inflamación (Bos 1993). 

En la epidermis y dermis podemos encontrar células con morfología típica dendrítica, 

particularmente en la epidermis de ratones adultos se encuentran dos poblaciooes: las 

células de Langerhans (LC) y las células T dendríticas epidérmieas (DETC), que forman 

parte de los linfocitos T yó intracpiteliales. Ambas células expnsan el antigeno 

leueocitario común (CD45), denotando su origen hematopoyético. Sin embargo a pesar 

de estas similitudes sus fenotipos son distintivos y realizan funciones diferentes (Heras 

2001). 
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Las células dendríticas dérmicas (DDC) se cnc:uentran en el área perivascular del 

plexus superficial, se caracterizan por tener el núcleo altamente arrugado. Las DDC 

carecen de antígenos característicos de células T, B y natural killer pero se caracterizan 

por expresar factor XIIIa, altos niveles de HLA-DR, HLA-DQ, CD la, CD32, moléculas de 

coestimulación y adhesión como COSO, CDB6 y CD83. La mayoría de estas células 

expresan marcadores mieloides (CD13 y CD33). Se han observado gránulos de Birbedc 

(estructuras características de las LC) y CD la en las DDC cultivadas, aunque no se sabe 
si estas subpoblaciones de DDC pueden difereflciarse en LC (Meunler 1993; Nestle 

1993-1995). 

En la dermis del ratón existen dos poblaciones de DDC que se distinguen por la 

expresión de CDllb (antígeno monocílico). Ambas subpoblaciones expresan moléculas 

MHC OI y CD45 y solo algunas son DEC2os• (Duraiswamy 1994). 

1.2 RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES MOLECULARES 

ASOCIADOS A PATOGENOS 

El principal blanco de reconocimiento ele la respuesta Inmune innata son los p¡itrones 

moleculares asociaclos a p¡itógenos (PAMP's). Los PAMP's tienen varias características 

que son Importantes p¡ira entender como se lleva a cabo dicho reconocimiento: 

• Los PAMP's son estructuras moleculares producidas sólo por microorganismos 

patógenos. 

El reconocimiento de PAMP'5 por el sistema inmune innato se dá gracias a 

ciertos receptores exdusivos (PRR's), que le penniten distinguir entre estructuras 

propias y las estructuras patógenas no propias. 

• Los PAMP's representan patrones moleculares conservaclos que son esenciales 

para la sobrevivencia de los microorganismos. El me,Pr ejemplo es el efecto 

bactericida de la penicilina, la cual inhibe la bíosintesis de peptidoglicano. 

Los PAMP's frecuentemente representan los llarnaclos "códigos moleculares· ele 

cierto patógeno en partx:ular. Por ejemplo lipopolísacárido (LPS), ácidos 

lipoteicoi<Ds (LTA), hpoarabinomanana y rnananas son códigos ele 
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reconocimiento para bacterias gram ( -), gram ( +) y hongos, respectivamente. 

Esta propiedad le permite al sistema inmune desplegar el mecanismo más 

eficiente para contrarrestar a una clase determinada de patógenos. 

Los PRR's son proteínas estructuralmente y funcionalmente heterogéneas. Varios 

tipos de dominios de proteínas se encuentran involucrados, entre los más estudiados se 

encuentran: el dominio lectina tipo e, el dominio rico en cisteínas y la repetición rica en 

leucina del SR-A (Medzhitov 2000; Janeway Jr. 2002). 

Funcionalmente, los PRR's pueden estar involucrados en: a) opsonización de 

bacterias y virus para fagocitosis, o la activación del sistema del complemento; b) 

c.aptura de patógenos por fagocitos y células dendríticas; o, c) activación de señales que 

resultan en la transcripción de una variedad de citocinas innamatorias y péplidos 

antimicroblanos. 

A la fecha se han descrito una gran variedad de PRR's, entre los cuales podemos 

encontrar: lectina de unión a manana, proteína C reactiva, proteína de suero amiloide; 

secretadas todas por el hígado. Otro grupo se expresan en la supeñlCie macrófagos y 

algunas poblaciones de DC como el receptor de manosa (MMR), DEC205, SR, CD14, 

receptores Fe, receptores ·Toll-like", receptores de complemento y colectínas; dichas 

moléculas son cruciales para el funcionamiento de estas células (Medzhitov 2000; 

Janeway Jr. 2002). 

1.3 CÉLULAS DENDRÍTICAS 

Las células dendríticas (DC) son un sistema de células presentadoras de antígenos 

(CPA) que destac.an no sólo por sus capacidades de presentación sino también de 

coestimulación y producción de citocinas (Banchereau y Steinman 1998; 

Steinman1999). Esta células con características únicas como su morfobgía y movilidad, 

se encuentran ampliamente distribuidas en tocio el oryanismo expresando fenotipos y 

posiblemente funciones diferentes (Steinman 1991; Banchereau y Steinman 1998). De 

este moclo las DC integran todo un sistema, que de acuerclo a su localización se puede 

dividir en varias secciones (Heras 2001): 
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OC localizadas en tejidos no linfoides (piel, epitelios y mucosas) y DC 

Intersticiales distribuidas virtualmente en todos los órganos. 

OC en circulación: OC en sangre periférica y células veladas en la linfa aferente. 

Células interdigitantes en las áreas de células Ten tejidos linfoides secundarios. 

OC en médula tímica. 

OC en folículos de células B, en los órganos linfoides secundarios. 

Recientemente se ha propuesto un doble papel de las OC: amplificación de la 

respuesta inmune innata y la activación y dirección de la respuesta inmune adaptativa. 

Originados en la médula ósea, los progenitores de las OC se dispersan por la vía 

sanguínea hasta los tejidos no linfoides, donde se desarrollan a un estado considerado 

inmunologicamente inmaduro. Estas OC se caracterizan por tener altos niveles de 

vesículas citoplasmáticas ricas en MHC JI (Ossevort 95), poca o nula expreson de 

moléculas de coestimulación (presentan una pobre actividad de eslimulación para los 

linfocitos T vírgenes), alta capacidad para capturar antígenos (expresando FeyR y Fo::R, 

así corno receptores para endocitosis como los dominios lectina tipo C: receptor de 

manosa y OEC205) (Steinman 1991). 

Una vez en contacto con los productos microbianos o mediadores inflamatonos, se 

promueve la migración de las DC vía la linfa aferente hacia los órganos linfoides 

secundarios correspondientes (dicha migración es dirigida, muy probablemente por 

receptores de quimiocinas ), localizánclose en las áreas de los linfocitos T. En estos sitios 

las DC se encuentran en un estado referido como inmunologicamente maduro ya que 

las células han sufrido un cambio dramático en sus propiedades: han perdido la 

habilidad para capturar antígenos (baja capacidad endocítica, y disminuc.ióo en la 

expresión de receptores f-c), pero expresan altas cantidades de MHC 01 en su 

membrana, y de moléculas de adhesión y coestimulación, adquiriendo una Potente 

actividad estimuladora de los linfocitos T vírgenes (figura 4). 

Al parecer las DC también tienen un papel importante en la indua:ión de tolerancia 

inmunológica. En particular, las DC tímicas presentan péptióos endógenos propios a los 

timocitos generados recientemente, permitiendo de este modo la eliminación de las 

células T autoreactivas; existe también evidencia del papel de las OC en el desarrollo de 
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la tolerancia periférica. Estudios adicionales indican que las OC pueden modular 

directamente las funciones de las células NK y las células B (Bell 1999). 

Linfa Eferente 
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Figura 4. Jntef'Teladón y ciclo de v6da de dlfenentes pobi9c:lon«m de DC. flores· 
Romo 2001. 

Así las funciones de Las células dendriüc.as en piel y en otros tejidos no linfoideS se 

pueden resumir de La siguiente forma (Steinman 1991; Banchereau y Steinrnan 1998): 

Centinelas in vMr. debido a su distribución que optimiza la captura de antígenos 

endógenos y la migración al órgano linfoide más cercano, para hacer más 

efldeflle La seiección clonal de los linfocitos T CD4+ y coa•. 
Potente estimulador de la respuesta Inmune: estimulando tanto linfocitos T 

vírgenes como linfocitos B. 

Inducción de tolerancia. 
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Las investigaciones sobre las funciones de las DC han creado nuevas esperanzas para 

el desarrollo de vacunas celulares, terapias contra el cáncer y tratamientos para varias 

enfermedades infecciosas. 

1.3.1 Origen de las células dendríticas 

Actualmente se sabe que las DC pueden diferenciarse de diversos progenitores, 

también se sugiere que diferentes tipos de DC pueden ser generadas del mismo 

progenitor y que existen diferentes poblaciones de DC en los tejidos no linfoides, 

linfoides, en circulación sanguínea y linfática de humano y ratón (Grabbe 2000). 

Diversos estudios han demostrado la existencia de un precursor mieloide tanto en 

humanos como en ratones (figura 5). En humano al cultivar células progenitoras co34• 
obtenidas de médula ósea con GM-CSF y TNFa, se generan DC que expresan antígeno 

linfocítico cutáneo (CLA), y CDla; bajo la influencia de TGF-Jl se polariza la 
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Figuni 5. 0-.rrollo del linaje! mleloide y linfoide de las OC. 

diferenciación hacia DC con características de LC. Por otro lado, estas mismas células 

co34• pueden diferenciarse a células co14•, las cuales presentan el M-C5FR, y que en 
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presencia de M-CSF se diferencian a macrófagos, mientras que al cultivarlas en ausencia 

de esta atocina proliferan y se diferencian con características de OC de tipo intersticial 

C01a•, C02', CD9', y C068' (Vandenabeele y Wu 1999). Se pueden obtener en el 

ratón dos poblaciones de OC cultivando células progenitoras de médula ósea en con 

GM-CSF, TNFu y CSF (figura 5), generando células que se distinguen por la expresión 

de C011b. Las células COI 1b• expresan, homologamente al sistema humano el receptor 

M-CSF, dando origen tanto a rnacrófagos como a OC, mientras que las células COllb" 

se diferencian a células con características de LC, expresando E-cadherina (Zhang 

1999). 

Los monocitos sanguíneos humanos co14• son capaces de diferenciarse, en 

presencia de GM-CSF e IL-4, en células con características de OC inmaduras después de 

5 a 7 días de cultivo. Sin embargo, en presencia de M-CSF estas células se diferencian 

en macrófagos. Por otra parte, si estos mismos precursores rnonocíticos se tratan con 

GM-CSF, IL-4 y TGF·fl, se genP.ran LC que expresan E-cadherina y gránulos de Birbeck 

(Cella, Sallusto 1997; Vandenabeele y Wu 1999). 

Las principales evidencias de la existencia del linaje linfoide se encontraron en ratón 

(Cella, Sallusto 1997). AJ tratar precursores timicos CD44•, e-Kit' y CD4"""', con IL-1, 

IL-3, IL-4, IL-7, SCF, GM·CSF y TNfo, se obtienen oc que expresan: MHC en, COllc, 

CD40, CD86 y DEC205. De manera interesante, GM-CSF no es necesario para la 

diferenciación de OC linfoides, mientras que parece ser el factor decisivo en el caso de 

la generacióo de OC mieloides (Vandenabeele y Wu 1999). 

Estudios realizados en rdtones, demostraron que precursores CD4"" (baja expresián 

de CD4) obtenidos del timo, son capaces de generar células T, B, NK y DC. Las OC 

presentes en el bazo, timo y ganglios linfáticos de estos animales, expresaron 

unifonnemeote CD8u. Este hallazgo dió lugar al concepto de DC linfoides (LDC), las 

cuales tienen al part..>cer una localización, función y fenotipo distinto al de las DC 

mieloides (Ardavin 199 3; revisado en Maldooado-López 1999). 

En humanos, la existencia de un precursor linfoide se demuestra por la diferenciación 

de progenitores hematopoyeticos C034 • que generan OC, los cuales bajo el estimulo de 

IL-1, IL-3, IL-7, SCF, GM-SCF y TNFu expresan HLA-OR'. Estas DC se consideran 



linfoides ya que dichos progenitores también generan células T, By NK pero no células 

fagocíUcas (Vandenabeele y Wu 1999). 

Actualmente se ha descrito en el humano un Upo celular particular llamado célula T 

plasmacitoide (PTC), el cual comparte caracteristicas con células plasmáticas, linfocitos 

T y monocitos, y se propone como un precursor linfoide para OC en humanos. Las PTC 

corresponden a un tipo especial de célula que se encuentran en las zonas T en los 

órganos linfoides y han sido descritas en amígdalas, sangre periférica, sangre de cordón 

umbilical y médula ósea retal. En cuanto a su renotipo expresan CD4 (marcador de 

célula T), CD68, C036 (marcador de monocitos) y COlS (marcador de granulocitos) y 

presenta una morfología muy similar a las células plasmáticas (Vandenabeele y Wu 

1999). 

Actualmente se ha postulado la posibilidad de que estos dos linajes realicen 

funciones diferentes (Cella, Sallusto 1997). En ratón se cuenta con cierta evidencia 

indica que las células del linaje linfoide inducen respuestas tipo Tul, mientras que las 

mieloides inducen respuestas TI12. Sin embargo, a pesar de tocia la investigación en 

este campo, aún no está claro cuál es la relación entre los precursores y la distribución 

in situ de las DC en las mucosas, órganos linfoides y en circulación (Grabbe, Kampgen 

2000). El origen linfoide y mieloide de las OC ha sido cuestionado. Estudios del grupo de 

Ardavin et al han demostrado que el precursor timico CD4"'" origina tanto células CD&x' 

como DC CDsu·, sugiriendo un origen común para esta dos poblaciones. Dicha 

alternativa está sustentada por Pulendran, quien analizó y clasificó las distintas 

poblaciones de DC presentes en b.:izo de ratones tratados con Flt·3·L basándose en la 

expresión de diversos marcadores. En éste último estudio se apreció que dichas 

poblaciones celulares expresan las diferentes moléculas en una especie de gradiente, fo 

que hace pensar que quizá representan distintos estadios de desarrollo de una única 

población de células, más que de ontogenias diferentes (Martin, 2000; revisado en 

Heras 2001 ). 
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1.3.2 <:élul9s de Lllngertwns 

En 1868, un estudiante de medicina, Paul Langerflans, <X>nducido por su Interés en la 

anatomfa de los nervtos cutáneos, utllzando Impregnación con sales de oro en la piel 

humana, descubrió una pobBdórJ de células . en la reglón suprabasal de la epdennis. 

Estas células soo ahora llamadas células de Langert\ans (Stlngl 1980; Maurer y SUngl 

1999). 

Ya que las sales de oro tienen gran afinidad por los tejidos nerviosos, Langerhans 

consideró a estas células romo parte del sistema nervioso. Dicha tooria fue mantenida 

1960's, surgió otra hipótesis que postuló 

que había una retad6o entre los 

melanocltos y las LC. De acuerdo con ésta 

teoría, las LC eran consideradas como 

melanocitos disfunciooales, como células 

hijas de los melanocitos en división o 

como melanocitos en un estado Inactivo 

de desarrollo. Posteriomlente los estudios 

de microsa>pía electrónica de Birbedc et ,...,. 6. c.ew- c1e i......-faw MHC 11• -

al (revisado en Stingl l980), revelaron • 1plh1..,.. de l'lltlÍll .,.....,_ Gracm a 1a 
técnica de cap¡t5 ~nlicas se IUde ~ la 

que las LC ronterúan unos organelos extensa red QUe forman en la epidem1i> 

dtoplasm.iticos únicos. Estos lmestigadores también apoyaban la tooria de que las LC 

derivaban de los melanodtos. Este postl.llaclo de relación ontcqenétlca entre las LC y los 

mela! IOdtDs y la Idea de que las LC eran parte del sistema neMo5o fué desacreditado 

por los tramjos Breathnactt et al (revisado en Stingl 1980). Estos ln\leStlgadores 

demlstraron que aún en ausencia de cresta neural, las LC se desarrolaban (Stingl 

1980). A pesar de todo, no es hasta 1973 que se les reAadona por primea W!Z ron el 

sistema Inmune (Steinman 1973) In~ con elo una gran cantidad de tratBjos 

acero1 de su papel y fi.n::ionaidad en la respuesta Inmune. 



Las LC derivan de la médula ósea y se localizan en la capa suprabasal de la epidermis 

y en otros epitelios estratificados. En el humano su densidad varía de 460-1000 

células/mm2 dependiendo de la región del organismo y en el ratón varía de 800-1200 

células/mm 2
, dependiendo de la cepa. Representan aproximaclamente el 1 % del total de 

las células epidérmicas, lo que hace diíícil su obtención y enriquecimiento, siendo ésta 

una de las causas principales que han limitado su estudio {Revisado en Heras 2001). 

Las LC son una población móvil de DC inmaduras, su residencia epidérmica es sólo 

un paso en su ciclo de vida. Los precursores salen de médula ósea a circulación para 

posteriormente poblar la piel. Bajo un estímulo apropiado {químico, íisico o biológico), 

pueden dejar su compartimiento cutáneo y migrar hacia los ganglios linfáticos 

regionales donde estimularán a los Jiníocitos T {figura 4 y 7). 

Figura 7. Cétui.s de Langem..ns murinAs viajando• tr.vés de los -- linfitico&. 
Foto tonl3da de Rormn~ 200 l. 

Una caracteristica particular de las LC es que contienen organelos dtoplasmáticos 

denominados gránulos de Birbeck {GB). TICflen rorma de raqueta de tenis y están 

compuestos por membranas superpuestas separadas por láminas estriadas que clan una 

aparienc1a dentada \zipper·hke}. A pesar de que íueron idenbficados en 1961, su 
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origen y función siguen siendo una incógnita. Recientemente se ha identificado un 

nuevo receptor endocítico, La langerina, el cual se acumula en invaginaciones estriadas 

conocidas como estructuras citomembranales superpuestas (CMS). La Langerina es un 

receptor con dominios lectina tipo C, posiblemente implicado en el reconocimiento de 

microorganismos, internalizándolos y llevándolos a compartimentos poco convencionales 

de procesamiento de antígenos. Cuando se incuban las LC con anticuerpos dirigidos 

contra langerina, estos se intemalizan y pueden ser localizados en los GB (Revisado en 

Valladeu 2000). 

La gran densidad de las LC no puede ser apreciada en los cortes convencionales de 

piel que se emplean comúnmente (figura 6). Afortunadamente la térnica de separación 

de capas epidérmicas ha resuelto este problema. En condiciones normales estas células 

son la únicas en la epidermis que tienen la enzima ecto-ATPasa (la cual posee 

especificidad para ATP y ADP) dependiente de Ca .. /Mg .. , siendo ésta un marcador 

también en otros tejidos (Chaker 1984; Dombrowski 1998; Maurer- y Stingi 1999). La 

actividad de la enzima aparece tempranamente durante la ontogenia de las LC, sin 

embargo, desaparece durante su maduración. En estas mismas condiciones, las LC 

expresan moléculas MHC II, DEC205 (CD205), Mac-1 (CR3), FeyR(en humano tipo II y 

en ratón tipo Ill), antígeno F4/80 y E-cadhcrina (importante en la adhesión entre las 

LC y los queratinocitos en la epidermis) (Stingl 1980; Jnaba 1986; Kimber 1999, Heras 

2001). 

Diversos estudios han demostrado que ki alteración del medio ambiente cutáneo 

provoca cambios fenotípicos y funcionales en las poblaciones de LC tanto in vivo como 

in vitro. Sólo unas horas después de estímulos antigénicos, la expresión en la superficie 

de moléculas MHC II se incrementa considerablemente en la supcñicic y mientras tanto, 

disminuye el número de LC en las capas epidérmicas. Las LC tienen diferentes 

furiciones, con implicaciones que van mucho más allá de la piel misma, dacia su 

capacidad de capturar alergenos y agentes infecciosos, estimular vigorosamente 

respuestas inmunes y mostrar propiedades migratorias que las equipan como la úniea 

posibilidad de comunicación entre la piel y los órganos linfoides secundarios. Se cree 

que juegan un papel determinante en enfermedades infecciosas, alergias, enfermedades 



autoinmunes, reacciones inflamatorias crónicas, el rechazo a tumores y transplantes, y 

en los efectos causados por radiación ultravioleta (Maurer y Stlngl 1999; Kimber 1999). 

1.3.3 C.ptu,,_ de Htígenos 

Aunque descritas como CPA profesionales, años atrás se consideraba que las OC 

presentaban pobre capacidad de endocitosis y fagocitosis (Caux 1999), hasta que se 

demostró que las células de Langerhans podían llevar a cabo todos los pasos para la 

endodtosis mediada por receptores y la fagocitosis de partículas relativamente grandes 

tales como: partículas de látex (Matsuno 1996), cuerpos apoptóticos (Albert 1998; 

Rubartelli 1997), virus (Barfoot 1989), bacterias (Reis y Souza 1993) y parásitos 

intracelulares como Leishmania 

mapr(Moli 1993). 

Las OC pueden intemalizar 

eficientemente una gran variedad 

de antígenos para procesarlos y 

presentarlos en el contexto de 

MHC 01. Ngunos mecanismos de 

captura de antigenos han sido 

estudiados sobre OC derivadas de 

monocitos, generadas en cultivo 

con GM-CSF e IL-4. Esta células 

presentan altos niveles de 

Fi9ura 8. Las OC expresan receptores patn>nes 
~l;;a--~Q&ApA~ 

macrnpincx:itosis constitutiva que les permite capturar grandes volúmenes de líquido y 

concentrar macrosolutos. Además, estas OC expresan FcrR I y II y el receptor de 

manosa, que les permite capturar eficientemente comP'ejos inmunes y antígenos 

manosilados, respectivamente (CeBa, Sallusto 1997). 

El receptor de manosa contiene múltiples dominios de unión a c:arbohldratos 

mediante los cuales endodta o fa90Cita una gran variedad de antígenos que exponen 

residuos de fucosa o manosa. A diferencia de los receptores Fe y la inmunoglobulina de 
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membrana, el receptor de manosa es utilizado y reciclado a la superfJCie de la célula, lo 

que permite la intemalización de ligandos de manera sucesiva, incrementando su 

capacidad para capturar antígenos. (Cella, Sallusto 1997) 

Otros receptores también contribuyen a la habilidad de las DC para capturar 

antígenos exógenos (figura 8), estos incluyen receptores tipo lectina como DEC205 y el 

receptor para Fo:, (Steinman 1991-1998; Cella, Sallusto 1997), receptores de LPS como 

el CD14 y el receptor scavenger tipo A (SR-A) y MARCO, además reconocen ácido 

lipoteicoiros de bacterias Gram ( +) (Oark 2000; Gough 2000; Peiser 2001), receptores 

"Toll-like" (TLR), una nueva familia de receptores de peligro que desempeñan un papel 

importante en la respuesta innata contra bacterias y hongos (Yang 1998; Aderem 2000; 

Muzio 2000; Pulendran 2001). También expresan CD54 (ICAM-1) que además de ser el 

ligando para LFA-1, funciOna como receptor para ciertos virus (Stites 1996). Algunos 

productos de la e.aseada del complemento también actúan como opsoninas muy 

potentes debido a que las DC expresan receptores del complemento en su superficie, 

CDllb (CR3) y CDllc (CR4); además se ha observado que una subpoblación de LC 

expresa CD88 (receptor para CSa). Las DC se protegen de la lisis mediada por 

complemento con la expresión de proteínas de membrana que no actúan como 

receptores, sino que controlan la activación del complemento: el CDS9 es una proteína 

reguladora que previene el ensamblaje completo del complejo CSb-9 en las células 

blanco, por otro lado también están presentes CDSS y CD46, que regulan otras etapas 

de la cascada del complemento (Hart 1997; Clark 1999). 

Las DC son capaces de capturar células apoptóticas (Albert 1998; Rubartclli 1997), y 

al parecer las DC inmaduras son más eficientes que las DC maduras. Aunque los 

macrófagos capturan cuerpos apoptóticos usando múltiples moléculas de superficie 

como CD14, CD36 y el receptor de fosfatidil serina, las DC parecen usar 

preferentemente el receptor vitrooectina avfl3 y el receptor CD36/trombospondina (Bell 

1999). 

De esta manera la captura de antígenos por las DC se pueden resumir en cuatro 

diferentes mecanismos: 

1. MacropinOCitOSis 
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2. Endocitosis mediada por el receptores 

3. Fagocitosis 

4. Captura de cuerpos apoptóticos. 

1.3.4 Procesamiento de antígenos 

La mayoría de los antígenos requieren ser procesados por las CPA, sin embargo los 

macrófagos y las DC manejan los antígenos en diferente fonna, dependiendo die si son 

de origen endógeno (de localización citosólica}, o exógeno (de localización endosomal). 

Los produdos del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) unen antígenos de 

origen protéico y los expresan en la membrana. Estos complejos MHC-péptido son 

presentados y/o reconocidos por el TCR del linfocito T, para iniciar una respuesta 

inmune (Steinman 1999). 

Los antígenos intracelulares son fragmentados a pequeños péptidos en el citosol, los 

cuales son unidos a moléculas MHC clase I (Figura 10); por otro lado, los antígenos 

extracclulares que entran por una vía endocítica son procesados y generalmente unidos 

a las MHC clase 11 (figura 9) y estimulan a los linfocitos T citotóxieos (L Te) y a los 

linfocitos T cooperadores (LTh), respectivamente (Abbas 1999). 

1.3.5 Complejo principal de histocompatibilidad dase 11 

Las CPA se caracterizan por su habilidad para procesar y presentar antígenos sobre 

moléculas MHC clase IJ. Estos moléculas se encuentran como dímeros de cadenas a y ¡i 

ensambladas en las cisternas del retículo cndoplásmico con un tercer polipéptldo 

llamado cadena invariante o cadena ti (en realidad se trata de complejos 

macromok..'Culan..>s fonnados por 3 moléculas MlfC ciase 11 y 3 cadenas li}. La cadena li 

bloquea el sttio de combinación de los antígenos MHC ciase ll Impidiéndoles 

interaccionar con otras moléculas (Mellman 1998). Dos vías de procesamiento de 

antígenos han sido dcscntas: la primera inYOlucra las moléculas MHC-cadena liy la otra 

a los dímeros del MHC libres de la cadena li que son recicladds de la membrana 

plasmátíea. Los compleps MHC U-cadena lt son llevados al aparato de Golgi donde son 
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empacados en vesículas o endosomas, dichas moléculas MHC n recién sintetizadas son 

almacenadas en un oompartimiento especial denominado compartimiento rico en 

moléculas MHC n (MIIC). En el citosol, los endosomas se fusionan con los 

fagolisosomas, descargando su contenido que lleva los complejos MHC U-cadena li. En 

estos sitios se enruentran marcadores lisosomales como HLA-DM / H-2M (en humanos y 

ratones respectivamente), quienes participan junto con las proteasas ácidas en la 

remoción de la cadena li, facilitando la interacción de la molécula MHC II libre ron los 

péptidos inmunogénicos derivados del antígeno procesado. En bs MIIC, las moléculas 

MHC Il son degradadas continuamente y remplazadas por nuevos oomplejos MHC

cadena //(Rescigno 1999). 

a. EncJocitosu; dol anHoono 

• • U!IO&Omes 

b. Vacuola 
tagocn.ca 

Figura 9. Procesamiento y presentación de ;1ntíge.- en el contiexto de MHC-D. 
Ro)as-Esp;noza 2001 

Dependiendo del estado de maduración de las DC, se pueden observar vesículas que 

contienen moléculas MHC n, distinguibles de los endosornas tan:líos o lisosornas a las 

cuales se les ha denominado ~Sléulas clase U (GN). En estas vesículas, las moléculas 
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MHC II no se encuentran unidas a la cadena invariante (Figura 11). De manera 

interesante, la presencia de estas vacuolas está estrechamente relacionada a la 

maduración de las DC y bajo el estrieto control de la degradación de la cadena li 

(Rescigno 1999), durante la maduración, hay un estado intennedio de las células, el 

cual se caracteriza por la aparición de estructuras CIIV. La degradación de la cadena li 

está catalizada por catepsina S. dicha actividad está bajo el control de su inhibidor 

cistalina e; cuyos niveles y localización están regulados por la maduración de DC (Pierre 

1998). Las CIIV se fusionan con ki membrana plasmática para posterionnente exponer 

los complejos MHC-péptido (de hasta 25 aminoácidos) en la superficie de la célula, 

exhibiendo ahora el fenotipo típico de DC maduras (Abbas 1999, Rescigno 1999). 

1.3.6 Complejo principal de histocompatibilidad clase I 

Los antígenos que se originan intracelularrnente se denominan antígenos endógenos 

y comprenden las proteínas propias de la célula, los antígenos de diferenciación, los 

Anti~ en<Jó9eno 

Agura 10. Proc ... mlentD y presentación de antígeno. en el contexto de 
MHC·I. Ro¡as-Esponosa ]()()J_ 
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neoantígenos que aparecen en las células tumorales, los antígenos resultantes de la 

replicación de virus y los antígenos liberados del citosol por algunos microorganismos de 

vida intracelular como micobacterias, leishmanias, y otros. Los antígenos son 

degradados en el citoplasma por los proteosomas, complejos proteolíticos multi

subunitarios que se encuentran en el citoplasma de las células eucarióticas. Los péptidos 

resultantes son capturados por un complejo proteico localizado en la membrana del 

retículo endoplásmico formado por las proteínas TAP-1, TAP-2 y tapasina (figura 10). 

Este complejo transporta los péptidos al interior de las cisternas del retículo 

endoplásmico donde algunos de ellos, los afines, se asocian a moléculas MHC clase l. 

Los complejos MHC I-pépUdos son llevados por el flujo norrral de las cisternas hasta la 

superficie de la CPA, o son empacados en el aparato de Golgi en vesk:ulas que más 

tarde se fusionan con la membrana para expresarse en su superficie (Rojas-Espinoza 

2001). 

Recientemente se ha demostrado que las DC tiene la capacidad de presentar sobre 

moléculas MHC clase I antígenos introducidos exógenamente (Rescigno 1998, Bachman 

1996; Regnault 1999) vía un mecanismo que es dependiente del proteosoma y de TAP, 

-.,taclón MHC 1 Preoenución MHC 11 

Figura 11. Proc-..mlento y p..-entaclón de antigenoc en las Células d-.dritic:.&. ResciQnO 
1999. 



y que se ha llamado ·crosspfiming#, o presentación cruzada. La naturaleza del antígeno 

es crítica para esta presentación sobre MHC !, i:x>r ejemplo las proteínas solubles son 

i:x>bremente presentadas, mientras que los antígenos introducidlos vía endocitosis y 

fagocitosis mediada por receptores son presentados eficientemente. Resulta interesante 

saber i:x>r qué las OC pueden activar a los L Te, no sólo con antígenos virales sino 

también con antígenos bacterianos, tumorales y otros que también pueden ser 

intemalizados en respuesta a una señal de peligro. La biosintesis de moléculas MHC I es 

altamente inducida por bacterias y sus productos (Cella y Engering I997), alcanzando el 

máximo a las IB h, cuando las OC han adquirido una fuerte capacidad para estimular a 

los linfocitos T citotóxicos (Figura I I). 

1.3.7 Moléculas CD1 

Las moléculas COI pertenecen a un linaje de glicoproteínas no polimórf1Cas que se 

encuentran en la superficie celular, asociadas a p2m, que ensamblan antígenos no 

procesados en compartimientos endosómicos·lisosómicos y los presentan de una 

manera independiente de TAP. Recientemente se han involucrado en la presentación de 

antígenos no proteicos y ki modukición de las respuestas de los linfocitos T contra 

lípidos microbianos y glucolip1dos an!Jgénicos. Esto puede contribuir a la inmunidad 

microbiológica, autoinmunidad, regulación inmunológica y a la respuesta contra 

tumores. Existen cinco moléculas COI (a, b, c, d y e) presentes en el cromosoma 1 

humano. Las moléculas COI son marcadores fenotípicos de las OC (Porcelli I999; 

Steinman I999). 

1.3.8 Migración de las células dendríticas 

Aún en ausencia de patógenos se localizan OC en la linfa aferente que se cree llegan 

a las áreas de células T de los órganos linfoides secundarios, sin embargo no se han 

encontraclo en la linfa eferente, indiCando que posiblemente muchas de las OC mueren 

in situ después de su arribo a los órganos linfoides. En la sangre de humanos hay dos 

subgrupos de precursores de OC: CDI 1c· y COI le", ambos subgru¡x>s pueden entrar a 
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los órganos linfoides por las vénulas del endotelio alto (HEV) (Brown 1997) 

posiblemente con diferente destino. Las CDl 1c· se han localizado en áreas de las 

células By las CDl le· en las áreas de las células T. Las DCs que se encuentran en los 

sinusoides del hígado se mueven por los vasos linfáticos hepáticos a los ganglios 

linfáticos más cercanos, y las DCs del intestino migran a los ganglios linfáticos 

mesentéricos (Kudo 1997; Matsuno 19%). 

Una inyección de LPS causa un egreso masivo de DC de la piel, corazón, riñón e 

intestino asi como el movimiento y la maduración de las DC de la zona marginal a las 

áre.as de las células T del bazo (Banchereau and Steinman 1998). 

Algunos factores que inducen la migración de las DC in vivo son: LPS, LTA y TNF-u, 

pero se sabe poco en cuanto a la regulación del tráfico de las DC de la sangre al tejido y 

de los tejidos a los órganos linfoides. El LPS estimula a una variedad de células 

(leucocitos polimorfonucleares) para producir citocinas y quimiocinas, por ejemplo, GM

CSF, TNfo, IL-1, MIP- la y ¡1, se sabe que estos productos regulan el movimiento y la 

maduración de las DC (Banchereau 2000). 

Durante mucho tiempo se ha descrito a CD14 como un receptor de LPS, pero debido 

a la ausencia de un tallo lntracitoplasmático transductor de señal, no puede ser 

considerado como unico mediador de la activación de las DC por LPS. Recientemente, la 

transducción de esta señal ha sido encontracla en TLR2 y TLR4. TLR4 induce la 

translocación nuclear de NF·"I' vía activación de MyD88 e IRAK y análogamente, la 

activación por LPS es mediado por NF-"¡1 (Rescigno 1998). 

Las DC generadas in v1tro expresan receptores de quimioc1na CCRl, CCR2, CCR5, 

CCRG (expresados en DC inmaduras y que disminuye su expresión durante la 

maduración), CCR7 (el cual es inducido durante la maduración y se cree que dirige la 

migración directamente hacia los órganos linfoides) (Sozzani 1998), CXCRl, CXCR2, y 

CXCR4. Las DC in vitro migran en respuesta a quimiocinas ce como MCP-3, MCP-4, 

RANTES, MIP-ln, MIP-lfl y MIP-5; y la quimiocina CXC SDF·l(Morelli 1996; Sozzani 

1995-1997). Las DC migran en respuesta a la quimiocina denvada de macrófagos 

(MDC), producida por macrófagos y DC (Godizka 1997). Se ha demostrado que CCR6 



se expresa en células dendritlcas derivadas de células co34•, pero no en las OC 

derivadas de mooodtos (Power 1997) (Figura 12). 

(ol) lb) 

TARC MOC 

Lymphn1~11n \ t DC-<.:K-l 'D/ Al\Nft~ ILA .....___ ••• ~-...-
. · ..• -•·3'19 

tP-10 •--- ~-· ~ ~ ···-IAIP·ta 

MIP·2 / 

/ j '\ -.,. UIP·l~ 
MIP·Jtl r CXCA2 CXCJH 

MJP·ly 

Figura 12. Qumioc.._ prnducida• por•• OC(•). R...,._ de quimioc8Ys 
41X..,_adms por ... oc (b). 

Varias moléculas participan en la regulación de la migración de las LC incluyendo E

cadherina (Tang 1993; Flores-Romo 2001), CLA (antígeno leucocítico cutáneo) e 

lsoformas de CD44 (Weiss 1997). MDR-1 es una ~liCDproteína Que esta implicada en la 

temprana movilización de las LC en la piel, ya que cuando se utiliza un antagonista de 

MDR-1 se impide su mov~ización de la epidermis (Randolph 1998). Por otro lado en 

ratones CD40L·1· (equivalente del síndrome hiper-IgM en hurnanos) se observó que ante 

un estímulo antigénia> con FITC, las LC no migran adecuadamente al órgano infoicle 

correspondiente (Moodydlffe 2000). 

Las integrinas y moléculas de adhesión contribuyen a la migracón de OC. Las OC 

inmaduras en circulación expresan una fonna glicosilada del ligando de select:Wla-P 

(PSGL-1), capaz de unir" selectina-P y E. El fenómeno de extravasación es regulado por 

quirniodnas producidas por células endoteliales e lntegrinas de superficie romo VCAM-1 

e ICAM-1. Las OC pueden llegar a los órganos linfoides a través de las vénulas def 

endotelio alto vía CD49d p-integrina. También ICAM-1 junto con ICAM-2, Clqll'eSadas en 

las OC, pueden contribuir a la migración asi como a la poste iol activación de los 

lin foc:itos T ( Bell 1999) . 

Durante la migración, las OC tienen que atravesar barreras romo la membrana basal 

y la pared endotellal, pioresos que muy probablemente requief'en de enzlmas con 
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actividades específicas. Se han encontrado en las OC varias metaloproteinasas 

involucradas en la degradación de mabiz extracelular tales como la colagenasa 

Intersticial (MMP-1), estromelisina-2 (MMP-10) y elastasa (MMP-12) ( Revisado Caux 

1999) (Figura 13). 

FiQura 13. MIQraclón de una célula 
de IAngerhana. Rom.,nt 2001 

1.3.9 Interacción entre las céluliis 
dendríticas y los linfocitos 

Los linrocitos T y B se consideran los efectores 

de la inmunidad adquirida, pero dicha función 

está bajo el control de las DC que capturan y 

procesan antígenos, expresando moléculas de 

adhesión y coestimulación que eticientiza la 

presentación de los mismos. Las DC son las 

únicas CPA capaces de estimular linfocitos T 

vírgenes y en reposo. Normalmente esta prueba 

se realiza con un número igual de células 

alogénicas, sin embargo en el caso de las OC, con 

sólo una de ellas es posible estimular entre 100 y 

3000 linfocitos T (Banchereau y Steinman 1998). 

Actualmente, la reacción de cultivo mixto de linrocitos (MLR) es el ensayo fucional más 

utilizado in vitro para demostrar la funcionalidad de las OC, ya que se estimulan tanto 

liníocitos CD4 • como CDS' (Ni y O'Neill 1997). 

Las DC y los linfocitos T específicos forman agregados que constituyen el medio 

ambiente óptimo para el desarrollo de una respuesta inmune. La interacción entre DC y 

linfocitos T está cooroinada por dos señales. La primera señal está representada por la 

interacción pépticlo·MHC[TCR y la segunda esta provista por señales coestimuladoras 

CDBO, CD86 y CD40, altos niveles de moléculas ICAM-1 (CD54), ICAM-3 (COSO}, LFA-3 

(CD58}, p, integrina (CD29), LFA-1 (CDl la}, LFA-2 {CD2) y LFA-3 (CD58) incrementan 

la adhesión y señalización (Figura 14). 
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Flpni 14. •-i90dóft de ... a.a ... 
dendoiticw a. "'- ...,....... T. 
Modificado de 5tocbrin, L 2000. 

Otras moléculas que intervienen en la 

señallzadón en las OC soo los miembros de 

la familia de TNF y su receptor, TNFR (Hart 

1997). El TNFR tipo 1 y el tiPo n difieren en 

sus porciones lntraceJulares, lo que sugiere 

diferentes vías de señalización. Esbdos en 

OC de sangre humana han confinnado la 

presencia de mRNA y la expresión en la 

superficie de ambos 1eceptores. Se sabe que 

el TNfu es importante en la generadóo y 

diferenciación de las OC. El C040, un 

miembro de la familia TNFR, se expresa en 

la superficie de linfodtos B, células 

dendriticas, progenitores llematopoyétlcos, 

re...1as eptteiae; y tumorales. El ligando de 

CD40 (C0154 o CD40l) se expresa sobre 

llnfodtos T, células activadas, plaquetas y 

basóflos (Lane 1999). Como resultado de esta lnteacx:ión (CD40-0>40l) se inoe11e1ita 

la expiesión de CD80/CD86 en las OC, la llberadón de citocSlas (Il-1, TNF, Il-12 y 

QUlrnlodnas) (Caux 1994; Ridge 1998; Banchereau 2000) y se Induce la expresión det 

ligando de OX40 (OX40l), que CDndu:e a la sintesis de Il-4 por los NnfodCDs T y a la 

expresión de CXCR-5 lo que mopera a la l11teacdón con los •lfodtos Ben los folic:ulos 

de los órganos lnfoldes (Broke" 19'J9). Las OC inaWras expresan el ligando de 4-188 

(4-lBBl), el rual complenenta la función de OX40L 4-188 es ooa molécuB 

coestimuladora ecpiesada sOOre •lfocltos T CD4• y cos•, indure pn:4eelleneute la 

peolifetadót1 de linfocltos T coa· y 1a producd6n de IRty, pero no de IL-4 (Kim 1998; 

Sal ldleleau 2000). Otra molécula lmducrada es RANK, un 11ie11bro de la tamlla TNFR. 
su ligando (RANICl./TRANCE) CllPlesodo sotre los lllfocitos T activados, esamu&a la 

st:aa:ió11 de dtodnas por las OC como Il-1, Il-6 e D.-12; elo ioe1e11a la 

SIDbemelda de éstas y la peolft:radót1 de los lllfoc:llus T en la rma:ión mbtta de 
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linfocitos. Se ha demostrado que TRANCE es responsable de la activación de los LTh 

durante una infección viral, independientemente de CD40L, sugiriendo un papel 

importante y específico durante la infección (Banchereau 2000). 

Los linfocitos B, a diferencia de los T, pueden reconocer directamente antígenos a 

través de su receptor (BCR). Los linfocitos B vírgenes responden preferentemente a las 

DC de tipo intersticial y a la secreción de factores solubles, incluyendo la IL-12. Las DC 

estimulan directamente la producción de anticuerpos, mientras que la proliferación de 

linfocitos B es estimulada por los linfocitos CD4 • activados. El centro germinal (GC) 

constituye un microambiente anatómico donde las células B proliferan y sufren mutación 

somática, cambio de isotipo y finalmente diferenciación a célula de memoria o a célula 

plasmática. Los GC también contienen células T, DC foliculares, y DC de centros 

germinales (GCDC). Las GCDC estimulan la proliferación (independientemente de IL-12) 

de los linfocitos B activados y se cree que estas células dirigen su diferenciación hacia 

células plasmáticas, además, inducen un cambio de isotipo hacia IgGl. Así, una 

subpoblación de DC tiene la capacidad de dirigir y generar una respuesta Inmune 

humoral, en la cual tienen que interactuar linfocitos CD4 • antigeno-e;pecífiCDs y 

linfocitos B antígeno-específicos (Banchereau 2000). 
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2. JUSTIFICACIÓN 

La respuesta inmune innata utiliza una variedad de receptores de reconocimiento de 

patrones moleculares (PRR's) que pueden estar expresados sobre la supelficie de la 

célula, en compartimientos Intracelulares o secretados al torrente sanguíneo. La función 

principal de los PRR's induye la opsonización, activación de la cascada del 

complemento, fagocitosis, activación de vías de señalizacié>n proinflamatorias, 

producción de citocinas e inducción de apoptosis. Durante la etapa neonatal existe una 

alta susceptibilidad a infecciones, la cual está relacionada a la posible inmadurez de los 

componentes del sistema inmune. Las DC son consideradas excelentes CPA 

profesionales, capturan y procesan antígenos llevándolos de los órganos no linfoides 

corno piel y mucosas hacia los ganglios linfáticos regionales para activar a los linfocitos 

T vírgenes. Debido a sus características, las DC representan un vínculo importante 

entre la respuesta Inmune innata y la adquirida. Existen pocos reportes acerca de la 

ontogenia y funcionalidad de las DC en neonatos, sin embargo se ha visto que las DC 

(humanas) obtenidas de sangre de cordón estimulan débilmente la MLR y la 

proliferación clona! de los linfocitos T. También se ha observado que la capacidad 

endocítica de las OC obtenidas a partir de rnonocitos de sangre de cordón esta 

disminuida, lo cual concuerda con la menor expresión del receptor de manosa y 

moléculas CDla y MHC Il en comparación con los niveles de del adulto. Es posible 

entonces que algunas deficiencias de los linfocitos puedan relacionarse con el fenotipo y 

la función incompleta de las DC en la etapa neonatal. 

Hace falta mucho trabajo acerca de la funcionalidad de las DC durante el periodo 

neonatal, es por este motivo que la pll:!Sente investigaciÓ<l está enfocada a aportar 

información sobre la expresión de algunos marcadores durante la ontogenla de OC, 

particularmente la expresión de Ciertos PRR's, moléculas unportantes involucradas en la 

captura de antígenos, aspecto crucial para el funciOOamiento de kls OC. 
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3.0 OBJE11VO GENERAL 

Determinar el renotipo que poseen in vi11:1 las células dendríticas epidérmicas en 

etapas ontogénicas tempranas utilizando como modelo el ratón BALB/c. 

3.1 OBJE11VOS PARTICULARES 

Estudiar la expresión de receptores de reconocimiento de patrones moleculares 

asociados a patógenos (PRR'S) en las células dendríticas epidérmicas, tanto en 

ratones neooatos como en ratones adultos. 

• Comparar la expresión de marcadores clásicos de células de Langemans (ATPasa, 

MHC II y DEC 205) en el período neonatal y en la vida adulta. 

• Realizar dobles marcajes para definir el fenotipo de las subpoblaclones de OC 

epidérmicas durante el período noooatal. 
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4. MATERIALES Y METODOS 

Animales 

Se emplearon ratones singénicos (de O y 90 días de edad) de la cepa BALB/c los 

cuales se mantuvieron bajo condiciones estándares en el biOterio del Centro de 

Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional. 

Separación de láminas epidérmicas 

Los ratones neonatos se sacrificaron utilizando una sobredosis de pentobart>ital 

sódico y los adultos por dislocación cervical. Se rasuró la zona abdominal (en caso de los 

adultos) y se obtuvo una muestra de piel, se quito mecánicamente la grasa subcutánea 

para facilitar el procedimiento, y la muestra se cortó en pequeños cuadros 

(aproximadamente de cm1
). La piel se incubó en EDTA (ácido 

etilendiaminotetraacético) 0.5 M (pH 7.4), durante 2 horas a 37ºC orientando la dennis 

hacia abajo (las uniones de la epidermis con la dermis son dependientes de calcio, el 

EDTA captura el calcio facilitando la separación de estas dos capas). Finalmente se 

separó la epidermis por tracciÓn con la ayuda del lomo de un bisturí. Cada lámina 

epidérmica se lavó con PBS (solución amortiguadora de fosfatos) o SSF (solución salina 

fisiológica) y dependiendo del procedimiento posterior, se fijaron con acetona 20 min., 

se lavaron 3 veces y posterionnente se fijaron con cloroformo 20 min. (para 

inmunohistoquimica); ó solo con fonnaldehido-cacodilato 2 hrs. (para determinar 

actividad de ATPasa). 

Inmunohistoquímica 

La epidermis se fijó con acetona fría, se lavó 3 veces con SSF y se cortaron secdones 

de aproximadamente 5 mm1
, posteriormente se realiió un bloqueo de peroxidasas 

endógenas con H.:Oi al 3% en SSF (sólo si se utiliza peroxidasa durante el resto del 

proceso), se lavaron 3 veces con SSF y se realizó otro bloqueo (de sitios inespecfficos) 

incubando las epidermis con suero de cabra 1 % durante 30 minutos a temperatura 
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ambiente. Después se incubaron durante 12-14 horas con los anticuerpos primarios 

(tabla 1) a la dilución apropiada, a 4ºC. Se utilizó IgG de rata 11,g/ml como control de 

isotipo. El exceso de anticuerpo primario se eliminó lavando cuatro veces con BSA 0.5% 

(albúmina sérica bovina) en SSF o PBS (pH 7.3). Se utilizaron sistemas de amplificación 

biotina-avidina, por lo que hubo un segundo periodo de incubación de una hora, a 

temperatura ambiente, con anticuerpos biotinados anti-lgG de rata (según dilUCión 

señalada). Se lavaron con la solución de BSA 4 veces y se incubaron con estreptavidina 

peroxidasa (según dilución señalada}, 45 minutos a temperatura ambiente. Después de 

4 lavados finales con BSA, la reacción se desarrolló con diaminobencidina, azul gris o 

aminoetil carbazol. Cuando se utilizó estreptavidina conjugada a fosfatasa alcalina, la 

reacción se reveló con una mezcla de naftol fosfato AsMx y Fast red. Las preparaciones 

se montaron con resina Polymount (Polisciences) y finalmente se analizaron al 

microscopio. 

Actividad de ATPasa en las células de Langerhans 

Las láminas epidérmicas obtenidas se fijaron en una solución de formaldehído

cacodilato-sacarosa. Se lavaron 3 veces en solución salina fisiológica y se incubaron 

durante una hora a 37ºC con la mezda de reacción, preparada justo antes de realizar la 

técnica. Dicha solución contiene el sustrato de la enzima: ATP, PbN0;1, MgSO. en 

amortiguador Trizmal. Al finalizar la incubación se lavaron 3 veces con SSF y la re.acción 

se desarrolló manteniendo la epidermis en una solución de sulfuro de amonio al 5% en 

HiO destilada por un minuto. La reacción se detuvo lavando 3 veces con agua destilada 

y las muestras se montaron con glicerol al 90%. 

Cálculo de la densidad celular 

Se contó el número de células en al menos 10 campos (40X} por muestra, y se 

trabajaron al menos seis ratones por condición experimental. Se aplicó la siguiente 

fórmula para obtenef" la densidad celular por mm2
: diámetro del campo ocular= cifra de 

campo ocular / aumento del objetivo; esto permite calcular el área (nr2) del campo 



ocular y obtener el número de células por uniclad de área. Los valores están expresados 

como la media +/·la desviación estándar de los resultados. 

Anticuerpo Conjugado con Clona lsotipo casa romercial 
monoclonal 

u ratón OJ14 rmC5·3 Rat JgGIK Pha rM irigen 
u ra Ión MHC ll NJMR4Cll Rat IQG2b Donación 
u ratón DEC205 NLOC-145 Rat lgG2a SEROTK 
" ratón SR 1/11 2f8 Rat lgG2b SEROIT-C 

Tabla 1. Anticuerpos monoclonales primarios utiltudos en el análisis fenotípico de las 
células dendritlcas epidérmica murinas. 
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S. RESULTADOS 

a) Análisis fenotípico de las células dendríticas epidérmicas de ratones 
neonatos y adultos. 

En ratones neonatos se encontraron células SR+, CD14 •, (CD16/CD32)' con 

morfología dendrítica típica (figura 1), pero no se encontraron células que expresaran 

DEC205 (tabla 1). 

RN ( 
ATPasa + + 
MHC 11 + 
SR + 
CD14 + 
DEC205 + 

Tabla t. Expresión de distintos marcadores en la epidermis de notones neo .... tos y adu"-. 

La distribución de las poblaciones celulares SR• y Co14• a lo largo de las láminas 

epidérmicas fue homogénea, encontrándose en raras ocasiones pequeños agregados 

celulares (figura 2). Por otro lado, en bs ratones adultos se observaron células DEC205• 

formando una extensa red uniformemente distribuida en la epidermis, sin embargo, en 

el adulto no pudo detectarse marca para ninguno de los demás PRR's estudiados. 

También se analizó la expresión de marcadores típicos de células dendríticas como MHC 

OI (moléculas involucradas en el procesamiento y presentación de antígenos) (Tabla 1). 

Al analizar la expresión de PRR"s al día o de edad se encontró un promedio de 513 

células/mm: que expresan SR y 524 células/mm1 que expresan CD14. Así mismo, al día 

O de edad, 691 células/mm1 presentan actividad de ATPasa, 57 células/mm2 expresan 

moléculas MHC II y no se encuentran células DEC2os·. La cantidad de células que 

tienen actividad de ATPasa se mantuvo constante con cambios relativamente pequeños 

durante el perixlo de estudie (Tabla 2). 
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b) Las cétulas dendriticas SR•, co14• epidénniaas tienen actividad de 
ATPasa. 

Para demostrar si las OC que expresan SR, C014 o R:yR están relacionados con las 

células de Langerflans, se realizaron dobles marcajes analizando si estas células poseen 

actividad de la enzima ATPasa. Primero se procesaron las láminas epidérmicas para 

demostrar la actividad de de la enzima ATPasa en las células de L.angerhans de ratones 

neonatos y posteriormente se realizó la inmunohistoquírnica con el anticuerpo 

correspondiente (SR, CD14 o FcyR). Se encontraron células con morfología dendrítica típica 

sR•-ATPasa• (figura 17), SR--ATPasa+, células CDt4•-ATPasa• (figura 17), CD14--ATPasa• 

y células FcyR'-ATPasa' , FcyR-ATPasa·. 

A 

) 

figura 3. Las OC SR' y C014' del-. .atvldMI de ATP- 5" reallzaron doble> m.>rcajes 
evldenOando l)<1ln<'<O la ac:tMdad de A n>asa ( atlt!) y po!>tel-lomlcnte la marra ro¡a con el 
conespond.....re antiruerpo SR (A) y CDI~ (B). Como se puodc observar en las liquras A y B, se_, 
células dobles marcadas (calé y rojo) y en la figura e ú"""'1lefltr se demoslJó actMdad de ATPasa 
(calé) (IOOX). 
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6. ANÁUSIS Y DISCUSIÓN 

Las LC son CPA profesionales que se localizan en la capa suprabasal de la epidermis. 

Aunque es bien sabido que las LC derivan de la médula ósea, se desconoce el trayecto 

preciso que siguen desde su salida de su sitio de origen (médula ósea) hasta su lugar de 

residencia (epldennis). Tampoco se conocen los mecanismos precisos que dirigen y regulan 

su ruta, ni se sabe con exactitud cuál es el estado fenótipico y funcional que tienen las LC 

en las etapas ontogénlcas más tempranas. 

En estudios previos se ha demostrado que la epidermis murina es colonizada por células 

derivadas de la médula ósea antes del día 17 de gestación. Dichas células carecen de 

muchas características fenotípicas de las LC del ratón adulto (Romani 1986, Elbe 1989). 

Las LC en la epidermis murina adulta sana, son las únicas células que expresan 

moléculas MHC II y el receptor DEC205. También poseen la ecto-enzima ATI>asa y CD45, 

este último denota su origen hematopoyético. También expresan altos niveles de E· 

cadherina, molécula que participa en la adhesión entre dichas células y los queratinocitos 

en la epidennis, y se diferenclan de otras poblaclones de OC por la presencia 

citoplasmática de gránulos de Birbeck, organelos pentalaminares con fonna de bastón o de 

~raqueta de tenis·. 

En el presente trabajo se muestra que la enzima ATPasa es el marcador que aparece 

más tempranamente, encontrándose en niveles equivalentes a los obse!vados en la 

epidermis del adulto. 

Quizá este hallazgo podría considerarse predecible ya que es un marcador 

filogenéticamcnte muy conservado, aunque no necesariamente lo sea ontogénicamente. 

Las ecto-ATPasas en general están pobremente caracterizadas tanto bioquímica como 

molecularmeote y su presencia no se limita a las LC en la epidermis, si no que también se 

encuentran en muchas otras células del sistema inmune. Sin embargo, la función que 

desarrollan en cada raso no se coooce eX<Ktamente. Se ha visto que esta enzima se Induce 

tras la activacióo de linfocitos T CD4 y CDS, células NK y linfocitos B. Además algunas 

funciones de estas células se Inhiben cuando se emplean antagonistas de la enzima al 

parecer Impidiendo la movilización de ea••, que es un paso esencial en las señales de 
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transducción que rigen muchas de las funciones de las células del sistema inmune. Como 

se ha mencionado, la actividad de la enzima ATPasa aparece tempranamente durante la 

ontogenia de las LC, sin embargo desaparece cuando las células salen de la epidermis (se 

vuelven "lnmunologicamente maduras") o cuando son cultivadas cbn GM-CSF. 

Seria importante saber cuáles son las funciones específicas que tiene esta enzima, 

particulannente en células tan activas y extraordinariamente potentes en la inducción de 

respuestas inmunes, corno lo son las LC. Asimismo, quizá sería posible predecir la 

repercusión de su presencia en la fisiología de las LC en la etapa neonatal. 

En la periferia, por ejemplo la epidermis, las LC son muy hábiles para capturar 

antígenos. Schuler y Stelnman han encontrado que al contrario de las OC esplénicas, las LC 

plnocitan HRP muy eficientemente. Incluso se ha observado que las LC son capaces de 

fagocitar además de levaduras y partículas de L)tex, bacterias Intactas como 

Stapllyla:xx:rus aureusy Corynebacterium parvum (Schuier 1985, Reis e Souza 1993). 

Las DC generadas "in vitro• a partir de células estamlnales de médula ósea cultivadas 

con GM-CSF, las ruales tienen similitudes con las LC, son capaces de lnternalizar BCG y M. 

tuberculosis transitoriamente. 

Otros estudios Indican que las LC que se encuentran en el epitelio vaginal y cervical son 

capaces de fagocitar células epiteliales apopt6bcas durante el metaestro (Parr 1991). 

Sin duda, la fagocitosis no es el único proceso por el que las DC en la periferia pueden 

internalizar antígenos. Experimentos realizados in vitro indican que las DC macropinodtan 

constitutivamente, siendo capaces de lnternalizar su propio volumen en cuestión de 

minutos (Reís e Souza 1993). 

Además, las DC capturan antígenos por medio de una serie de receptores denominados 

en conjunto receptores endociticos, dentro de los cuales se encuentran los receptores ele 

reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos (PRR's}, lo que confiere a 

estas células no solo la capacidad de lntemalización sino también de cierta selea:ión 

(Sallusto 1995). 

En el presente trabajo se analizó la expresión de de dertoS receptores endociticos, 

incluyendo algunos pertenecientes a la familia de los PRR's como: CD14, SR y DEC205. 

Consideramos que lo que se ha encontraclo en este trabajo es Interesante, especialmente 



en el contexto de la fisiología de las DC en la periferia durante las etapas tempranas del 

desarrollo neonatal. 

los receptores endocíticos analizados son los pertenecientes a la familia de PRR's, SR, 

CD14 y 'DEC205. Es bien sabido que las LC clásicas, es decir, las que se han estudiado en 

la vida adulta expresan la lectina tipo C, DEC205, sin embargo, en la etapa neonatal 

temprano no encontramos este receptor. 

DEC205 es un receptor que no sólo esta Involucrado en la endocitosis de antígenos 

manosllados, sino que también hace más eficiente su presentación a linfocitos T 

específicos. La carencia de esta molécula podría estar relacionada con una capacidad 

disminuida tanto de captura como de presentación antigénica, Implicando probablemente 

una deficiencia notable de las LC en la etapa neonatal para estimular a los linfocitos T 

rorrespondientes. 

La expresión de SR-A tipo I y II y de CD14 en las OC epidénnlcas neonatales resulta 

un dato Interesante, sobre todo porQue las células positivas para estos marcadores 

desaparecen rápidamente, no encontrándose expresión en la epidermis de ratones de 90 

días de edad. 

los receptores scavenger comprenden una familia de moléculas capaces de recooocer 

una variedad de componentes celulares microbianos, además de ligandos endógenos como 

lipaproteínas modificadas. Este hecho los rokxa en una posición Importante en el sistema 

inmune Innato. Los SR unen tanto LPS presente en bacterias gram negativas como ácido 

lipoteicoiro de bacterias gram positivas (Peiser 2001). 

Se ha descrito la expresión de SR-A en células de Küpffer, macrófagos aM?olares y en 

macrófagos de lámina propia en Intestino, sin embargo, se ha demostrado también el 

aumento de su expresión en granulomas inducidos tras la Inoculación de BCG y en cerebro 

de ratón tras la inyección de LPS (Gough 2000). 

El reconocimiento de los diferentes ligandos por los SR conduce a la prodocx:IÓn de 

TNFo. y oxido nitrico, eventos precedidos por un aumento en los n!Yeles de Caº 

intracelular y activación transoipdonal por NF-kB. 

Los SR también son capaces de unir y fagocitar células apoptóticas por lo que se 

sugiere además su participación en la homeostasis. Utilizando el anticuerpo mooodonal 
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anti-SR-A (2F8), se ha observado que estos receptores son también importantes en 

adhesión celular (Fraser 1993). 

Hasta ahora no se ha descrito la expresión de SR en LC, pero tomando en cuenta el 

papel que tienen éstas moléculas en otras células que las expresan, lo encontrado en el 

presente trabajo pudiera indicar que las LC neonatales, aunque poseen un fenotipo 

"inmaduro·, tienen ciertas características que pudiera pennitirles realizar adecuadamente 

su función de centinelas del sistema inmune, o bien, pudieran desempeñar algún papel en 

homeostasis en etapas tempranas del desarrollo cuando, por ejemplo el recambio celular 

es Intenso. 

CD14 se expresa en células mieloides y recientemente se ha descrito que CD14 humano 

coexpresa y forma un complejo con TLR2. Se sabe que la expresión de CD14 aumenta por 

la adición de IFNy, TNFa y componentes bacterianos. 

El CD14 reconoce LPS unido a CD14 soluble o a la proteína que una al LPS (LBP), y ésto 

conduce a la internalización del complejo, sin embargo, también es capaz de reconocer 

componentes o extractos de bacterias gram positivas, espiroquetas y hongos. Se ha 

Identificado que algunos TLR que en su región intracelular muestran homología por el 

receptor de lll, son bs responsables de la transducción de señales que conducen a la 

activación de NF-k[l. Además del LPS, el peptidoglicano, ácido lipoteicoico, lipoproteínas 

bacterianas y componentes mico00cterianos utilizan TLR2 y TLR4 para el señalamiento 

bioquímico intracelular. En monocitos, CD14 es responsable de la producción de TNF 

inducida por LPS, y dosis bajas induce la síntesis de IL-6, ll-8, prostaglandinas y anión 

superóxido (Wright 1990) 

En leucocitos polimorronucleare.s, CD 14 participa en la adhesión a fibrinógeno 

dependiente de integrinas, en la fagocitosis independiente de complemento de bacterias 

gram negativas, así como en la fagocitosis de células apoptóticas. 

La expresión de CD14 en OC epidé1micas en el nconato es interesante, debido a su 

papel en el sistema inmune innato. 

Respecto a la expresión de los marcadores endociticos, SR y CD 14, es fácil apreciar que 

las DC que expresan SR y CD 14 quizá correspondan a una misma población, dado que su 

variación numérica en el período neonatal es prácticamente la misma. Lamentablemente no 
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se pudo realizar el doble marcaje que confirmara esta premisa. La desaparición de las 

células positivas para estos marcadores pudiera ser debida a varias causas, !)maduración 

del fenotipo: que las DC ATPasa+SR+C014+Dec205-MHCI1- cambien su repertorio 

molecular y se conviertan en las clásicas LC presentes en la epidermis de ratones adultos 

ATPasa+SR-C014-Dec205+MHCII+. 2) Muerte celular in situ. que las OC epidérmicas 

SR+C014+ representen progenitores de las LC, y después de pasar un lapso de tiempo en 

este epitelio mueran por apoptosis. y 3) emigración de las OC SR+ C014+ fuera de la 

epidermis. Algunas de estas hipótesis podrían ser consideradas para ser probadas más 

adelante formando parte de las perspectivas del trabajo. 
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7. CONCLUSIONES 

·:· En la piel de ratones neonatos, las OC no expresan OEC205, marcador clásico de las 

LC en el adulto, pero si poseen la enzJma ATPasa. 

·=· A diferencia de las DC epidérmicas de adulto, las de neonato (O días) sí expresan SR 

y C014. 

·:· Las OC epidérmicas de los ratones neonatos al día O de edad que expresan SR y 

C014 se encuentran en mucho mayor densidad que las DC que expresan MHC II. 

·:· Las OC epidérmicas de ratones al día O de edad que expresan SR y CD14 presentan 

actividad de la enzima ATPasa, verificando con ello que son células de Langerhans. 
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8. PERSPECTIVAS 

•:· Definir si las poblaciones de DC epldénnicas en el neonato comparten marcadores 

como SR, CD14, MHC n. 

·:· Analizar si las OC presentes en la epidennis de ratones neonatos y adultos expresan 

otros receptores también Importantes en la inmunidad innata como lo son los 

receptores "tolHikew (TlR). 

·:· Evaluar la capacidad funcional de las DC epidérmicas neonatales Que expresan SR y 

CD14 ante estímulos antlgénlcos aplicados localmente. 
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9. APENDICE 

Reactivos 

a) Solución Salina Fisiológica 

0.85 g NaCI 
Disolver y aforar a 100 mL de HiO destilada 

b) BSA 0.5 % ( Albúmina Sérica Bovina) 

2.5 g Nbúmina sérica bovina. 
Disolver y aforar a 500 ml de Solución Salina Flslológlca. 

e) PBS lX 

Pesar 1.74g de KH2PO• 
Pesar 4 .259 de Na2HPO• 
Pesar 5.979 Nao 
Disolver, verificar pH 7.2 - 7.4 
Aforar a lOOOmL. 

d) EDTA0.5M 

Pesar 46.52 9 de EDTA sódico 
Mezclar SO mL de HiO destilada con 50 mL de NaOH 0.5M 
Agregar el EDTA sódico a la solución anterior, disolver y ajustar a pH 7.4. 

- Aforar a 250 mL de HiO destilada. 

e) Reactivos para ATPasa 

•Mezcla de Incubación 

Tris-Mal a 37ºC. 
Pesar Nitrato de Plomo O.O 19 y disolver en 0.5 ml de HiO destilada 
hirviendo. 
Pesar Sulfato de Magnesio O.OSg y disolver en 1 mL de HiO destilada 
hirviendo. 
Pesar ATP lmg y disolver en 4.2 ml de Tris-Mal 
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- Agregar S00¡1L de la solución de MgSO.a la solución de Tris-ATP. 
- Agregar a la solución anterior 300¡1L de la solución de PbNO, (Usar punta 

distinta) poco a poco e ir disolviendo (Mezcla de incubación). 

f) Acetona. 

g) Ooroformo. 
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