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RESUMEN

En la epidermis del ratén adulto existen dos poblaciones de células con morfologia
dendritica: células de Langerhans y DETC. Las células de Langerhans de adulto
expresan MHC CII, DEC 205 y ATPasa, mientras que las de necnatos (dia 0) parecen
tener un fenotipo inmaduro ya que muy pocas células ATPasa® expresan CII. En el
presente trabajo se estudid la expresidn de ciertos receptores de reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patdgenos (PRR's) en epidermis de ratones BALB/C
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 morfologia dendritica tipica que ademas tienen actividad de ATPasa; pero no
se encontraron células que expresaran DEC20S. Por otro lado, en ratones adultos se
observd la expresidn de DEC 205, pero no se encontraron células positivas para ninguno
de los PRR’s estudiados. Se desconoce el origen y funcion de las células dendriticas que
expresan estos marcadores (SR y CD14) en la epidermis de los ratones neonatos. Cabe
la posibilidad, dado que estos son marcadores también de monocitos, que estas DC
puedan ser de un linaje similar o paralelo al mieloide. También existe la probabilidad de
que la desaparicidn de ios marcadores en las célulds de los animales adultos pueda
deberse a la muerte de las células que los expresan, o a la simple disminucién en la
expresion de éstos. Sena interesante conocer como podrian afectar estos sucesos el
papel de las DC durante el penodo perinatal temprano. Estos resultados representan el
inicio de una linea de trabajo sobre el estudio de la inmunidad en el periodo neonatal in

vivo.



1.0. INTRODUCCION

Los animales superiores estan expuestos a una gran variedad de microorganismos y
compuestos extranos, pero poseen sistemas de defensa frente a tales patdgenos que les
permite mantener un equilibrio; dichos mecanismos tienden a distinguir io propio de o
extrano. El sistema inmune es el conjunto de mecanismos que los animales presentan
frente a agentes externos extranos (Abbas 1999). Dos sistemas generales de L
respuesta inmune contra agentes infecciosos han sido seleccionados durante [
evolucion: inmunidad innata (inespecifica o natural) e inmunidad adquinda (especifica o
adaptativa) (Santos-Argumedo 1994).

Los elementos esenciales de 13 inmunidad innata son: 1) barreras fisicas, quimicas y
biolégicas como epitelios y sustancias antimicrobianas producidas en superficies
epiteliales; 2) proteinas sanguineas entre las que se incluyen miembros del sistema del
complemento y otros mediadores de la inflamacion; 3) células fagociticas (neutrdfilos,
macrofagos), y otros leucocitos como las células natural killer ("NK™). La inmunidad
innata representa la primera linea de defensa contra los microorganismos y otras
sustancias extranas (Douglas 1996).

Las caracteristicas fundamentales de la inmunidad adaptativa son: alta especificidad
para moléculas diferentes; especializacion, 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 antigeno. Los componentes de la
inmunidad especifica son los linfocitos y sus productos, entre elios los anticuerpos,
bdsicamente 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 cooperacidn funcional de
numerosas cdlulas y moléculas.



Durante la etapa neonatal es muy frecuente la alta susceptibilidad a infecciones.
Estudios realizados en hospitales mexicanos muestran que en 1as unidades de terapia
intensiva pedidtrica, el 51.9% de ios ingresos es afectado por infecciones nosocomiales,
mientras en el servicio de neonatologia a cifra es de 44.9%, siendo estos dos los que
presentan mayor porcentaje en comparacion con otros (Medicina interna 15.8%; Cirugia
5.9%; Ginecobstetricia 2.6%; Pediatria 4.2%) (Tinoco 1997). Se sabe que algunos
componentes celulares del sistema inmune tienen reducidas algunas de sus funciones.
Tradicionalmente se ha atribuido este problema a la 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 linfoaitos T neonatales son capaces de cooperar
en la produccion de anticuerpos con los linfocitos B de adultos (Astori 1998), ademds de
que en condiciones dptimas de estimulacidn los linfocitos T “virgenes” 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 atencidon a otras
células que regulan y estimulan {a inmunidad especifica, como las células dendriticas
(DC).

Localizadas estratégicamente en tejidos periféricos no linfoides como piel y mucosas,
donde colidianamente ocurre la mayor exposicion antigénica y en donde bajo
condiciones normales no hay linfocitos, las células dendriticas (DC) son consideradas
parte de la respuesta inmune innata y desempefian funciones cruciales para inigar la
respuesta inmune especifica: a) La captura de antigenos de origen diverso (microbianos
variados como pardsitos, virales y otros como antigenos quimicos, celulares, etc.); b) Et
procesamiento de dichos antigenos (las DC tienen 1a capacidad de procesar antigenos
tanto enddgenos como exdgenos); ¢) El transporte de los mismos desde la periferia
hasta compartimentos muy especificos dentro del tejido linfoide.; d) La presentacion de
dichos antigenos a los escasos hinfocitos antigeno especificos. Las DC expresan de
manera abundante las moléculas requernidas para utilizar cualquiera de las 3 vias
conocidas para presentacion de antigenos: MHC dase 1 (antigenos enddgenos protéicos



y glicoprotéicos), MHC clase II (antigenos exdgenos protéicos y glicoprotéicos) y CD1
(antigenos de naturaleza lipidica) (Banchereau y Steinman 1998; Banchereau 1995).

Las DC por tanto se consideran las células centinelas por excelencia, son las unicas
células presentadoras de antigenos (CPA) capaces de activar fuertemente linfocitos T
virgenes y por lo tanto de imciar vigorosas respuestas inmunes de novo (Banchereau y
Steinman 1998).

Pese a la gran cantidad de trabajos sobre las DC, ain hay muchos aspectos basicos
por investigar. A pesar de que se conocen vanas maneras de generar DC in vitro
(Banchereau y Steinman 1998; Caux 1994; Flores-Romo 1997), se desconocen los
mecanismos operantes in vivo. También se desconoce como se regula la colonizacion de
tejidos periféricos por las DC 0 por precursores durante el desarrolio ontogénico, asi
como los mecanismos precisos de la movilizacion de las DC periféricas bacia los tejidos
linfaticos (Kripke 1990; Moodycliffe 2000).

En comparacidon con los animales adultos existen pocos reportes sobre la
funcionalidad de las DC en neonatos, i0s cuales sefalan que las DC (humanas)
generadas de sangre de cordon estimulan débilmente la reaccion de cultivo mixto de
linfocitos y la proliferacion clonal de los linfocitos T (Hunt 1994; Petty 1998). También
se ha visto que la capacidad endocitica de las DC obtenidas a partir de monocitos de
sangre de cordén se vé disminuida, lo cual se relaciona con la menor expresion del
receptor de manosa, ademds de expresar con menor intensidad moléculas como CDl1a y
MHC-II, comparadas con las DC de adulto (Liu 2001). Por otro lado, se ha demostrado
que el marcador DEC205 (andlogo del receptor de manosa) no se expresa en DC de la
epidermis de ratones neonmatos, lo cual podria afectar la capacidad endoatica y su
funcidn presentadora de antigenos (Heras 2001).

Se requiere todavia de mucho trabajo respecto a la funcion y el fenotipo de las DC
durante el penodo neonatal, es por eso que el siguiente proyecto tiene la finalidad de
estudiar el fenotipo de las DC epidémicas de ratdn durante este periodo, comparando



con animales adultos la expresién de clertos receptores de reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patdégenos (PRR’s), moléculas importantes para el
funcionamiento de las DC.

1.1, PIEL (ESTRUCTURA HISTOLOGICA GENERAL)

La piel es el drgano mds grande del cuerpo y la barrera fisica principal entre e
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, (@ cual descansa
sobre una capa de tejido conectivo laxo (Hipodermis) que varia de areolar a adiposo. La
densidad y disposicion de 1a capa subcutanea determina la movilidad de la piel (Figura
1A). La hipodermis a su vez, estd adherida de forma laxa a una fascia profunda
subyacente, o al periostio de! hueso. En ios labios, la nariz, los parpados, 1a vulva y o
prepucio; la piel se contin(ia, a través de uniones mucocutaneas, con las membranas
mucosas que revisten estas estructuras.

Epdermis
Epidormis
Demis
Hipodermis

Figura 1. La piel esta formada por dos capas: Epidermis y Dermis

Las funciones especificas de la piel dependen principalmente de las propwedades de 13
epidermis. Este epitelio forma una cubierta ininterrumpida sobre toda la superficie del
cuerpo, y se especializa locaimente para formar las faneras, pelo y uilas. Tambwén da
lugar a dos tipos de gladndulas, una productora de la secrecion acuosa, e sudor y la
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otra, una secrecion sebacea. Las propiedades de Ia piel se encuentran resumidas en la
tabla 1. (Mckee 1994; Fawcett 1995)

4 Mantiene la integridad del cuerpo.

4 Protege contra estimulos nocivos.

4 Absorbe y excreta liquidos.

4 Regula la temperatura.

& Es impermeable.

4 Absorbe la luz ultravioleta.

4 Detecta estimulos sensoriales.

4 Actiia como una barrera contra microorganismos.

Tabla 1. Propiedades de la piel

La superficie de la piel no es lisa sino que estd marcada por surcos poco profundos
que crean patrones que varnan de una regién a otra. De estos patrones, los mas
familiares son las crestas y surcos de las aimohadillas de los dedos, que constituyen los
dermatoglifos. Aqui, las crestas forman un patron caracteristicos en arcos, asas o
verticitos que son los responsables de 13 individuatidad de kas huellas dactilares.

La interfase entre la epidermis y la dermis es también muy irregular. Un patrén
intrincade de crestas y surcos por debajo de la epidermis se adaptan conforme a3 un
patrén de surcos y crestas en la epidermis subyacente (Figura 1B). Las proyecciones de
la dermis se denominan papilas dérmicas y las depresiones de la epidermis se han
lamado, 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 cutaneos, Hamados foliculos polisebaceos y
glandulas sudonparas. La epidermis estd formada por queratinocitos, los cuales se
renuevan continuamente por mitosts de las cdlulas de la capa basal (estrato
germminativo). A medida que se forman nuevas células, éstas se desplazan lentamente
hacia la superficce del epitelo. En su trdnsito se diferencian, agrandan, y acumuian
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cantidades crecientes de filamentos de queratina en su citoplasma. Ademds 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, ¢) estrato granuloso, d) estrato licido e) estrato
comeo (Figura 2).

EPIDERMIS

Eutrato commeo

£ uteato fucido

Estrato granulosa
Eutralo espnoso

E«trato genminativo

Celulas de Langerhans

Melanoctts Cottalas e Reib e

Figura 2, Capas epidérmicas o estratos.

El estrato germinativo se localiza inmediatamente después de la demis, consta de
una sola capa de células cilindricas o cubicas que contienen nuclkeos en muesca,
limitados por un anillo de heterocromatina y con uno o dos nucledlos muy notables.
Cada célula contiene prolongaciones citoplasmaticas cortas y delgadas en su cara basal.
Estas prolongaciones penetran en invaginaciones y parecen anclar el epitelio a la dermis
subyacente. La membrana plasmdtica relacionada con la ldmina basal presenta muchos
hemidesmosomas, los cuales se observan con frecuencia en las caras lateral y superior
de las células y sirven para conservardas unidas. En esta capa se observa mucha
actividad mitdtica, o que da ongen a nuevas células que son desplazadas hacia 1a capa
supenor (Fawcett 1995; Heras 2001).

El estrato espinoso consta de varas capas de células poliédricas irregulares, cuya
superficie estd cubierta de proyecciones citoplasmaticas cortas, que se unen con
proyecciones similares en 1as células adyacentes formando puentes intercelulares. Su



citoplasma contiene maltiples haces de filamentos que forman las tonofibrillas, muchas
de las cuales terminan en desmosomas en 1as proyecciones citoplasmaticas (Fawcett
1995; Heras 2001).

El estrato germminativo y el estrato espinoso en conjunto se considera como [a 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 nicleos
vesiculares que carecen de nucleolos, prueba morfoldgica de la disminucidon de la
actividad celular; su citoplasma contiene granulos de queratohialina y queratinosomas.
Al aumentar el tamafio y namero de estos granulos, los nicleos se hacen pdlidos e
imprecisos o faltan, y el citoplasma carece de mitocondras, reticulo endopldsmico,
ribosomas y aparato de Golgi (Fawcett 1995; Heras 2001).

El estrato cémeo, esta formado por células claras, muertas y semejantes a escamas
que se aplanan y fusionan en forma progresiva. Las células comeas poseen un
plasmalema engrosado con muchos pliegues que se interdigitan con las células vecinas,
no tienen nicleo y el citoplasma contiene queratina blanda con poco contenido de
azufre. Las capas mas extemas sufren descamacidon 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 epidermis estd la dermis o corion, una capa resistente de tejido
conectivo que constituye la mayor parte del grosor de la piel. La compleja topografia de
13 unién dermoepidérmica no puede apreciarse completamente mediante el estudio de
cortes histokdgicos. Sin embargo, la epidermis puede separarse de la dermis incubando
una muestra de piel en una solucdn quelante de cakio como el EDTA. La dermis estd
formada por tejido conectivo denso de disposicién imegular 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 hacia la epidermis,
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tienden a presentarse en hileras dobles que con frecuencia estdn ramificadas. Algunas
papilas contienen terminaciones nerviosas 0 poseen asas de vasos sanguineos. Esta
@pa posee fibras de coldgena, reticulares y elasticas delgadas dispuestas en una red
extensa. Por ef contrario, 1a capa reticular es ef principal lecho fibroso de fa dermis,
consta de fibras de coldgenas gruesas y entrelazadas, con las que se entremezdan
algunas fibras reticulares y muchas fibras elasticas (Figura 3). En la dermis pueden
encontrarse fibras musculares lisas, dispuestas en pequefios haces unidos de foliculos
piosos. (Fawcett 1995; Heras 2001)

Macrotagos Fibroblastos
Fibras
Resculares
Fibras / -
Coldgonas Capitar
Elasticas = - - Células
Crhawiag

Figura 3. Componentss de ia Darmis

1.1.3 Sistema inmune cutineo

la pled presenta al ambiente una gran superficie continuamente expuesta a
radiadones, bacterias, pardsitos, hongos y toxinas. Ademds de su funcién protectora
mecanica, se ha demostrado en los Ulimos 3fos que es parte integral del sistema
inmune del organismo. El haBazgo en la epidermis de cdlulas Que se enfrentan a
sustancias antigénicas del ambiente no resuka sorprendente; observandose también
una aka concentracion de dichas células en 13 ldmina propia del tubo digestivo, quitzd
para defenderse de mikyoorganismos potencialmente dafiinos. Durante varios ailos, se
ha informado de la presencia de pequefias cantidades de linfockos en la epidermis, pevo
no se les atribuyd ningln significado en especial. Por otro ado se pensaba que a
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funcion de los queratinocitos estaba limitada a la sintesis de queratina y de los
componentes extracelulares de la barrera de permeabilidad, ademas se desconocia el
significado de las células de Langerhans (Fawcett 1995). Actuaimente se sabe que
estas células forman parte de los componentes celulares que participan en la respuesta
inmune, otorgdndosele a la piel 1a acepcidn de tejido linfoide. En 1986, el grupo de Bos
propuso el termino sistema inmune de ka piel ("SIS”), 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 inmunoldgicas de la piel como activadores no especificos que responden a
varios eventos daninos. Estas células actilan como un transductor de sefales pro-
inflamatorias que responden a estimulos externos produciendo moléculas de adhesion y
citocinas. En condiciones normales sintetizan algunas citocinas constitutivamente, pero
su activacidn por distintos estimulos (dermatitis, radiacion uitravioleta, traumas, etc.)
conduce a la expresion de citocinas que afectan a las células circundantes. Ademas de
ésta funcidn, los queratinocitos pueden presentar antigenos en el contexto moléculas
MHC I (Bos 1993).

En la dermis se localiza un buen namero de células cebadas de tejido conectivo, su
principal caractenstica es la expresion de receptores Fce y principalmente estan
involucradas en problemas alérgicos. Las células endoteliales de la microvasculatura
juegan un papel importante controlando la extravasacidén de leucocitos expresando
controladamente moléculas de adhesién e interaccionando con otras moléculas del
sistema inmune en condiciones de inflamacidn (Bos 1993).

En la epidermis y dermis podemos encontrar células con morfologia tipica dendritica,
particulanmente en la epidermis de ratones adultos se encuentran dos poblaciones: las
células de Langerhans (LC) y las células T dendriticas epidérmicas (DETC), que forman
parte de los linfocitos T y5 intraepiteliales. Ambas células expresan el antigeno
leucocitario comun (CD45), denotando su ofigen hematopoyético. Sin embargo a pesar
de estas similitudes sus fenotipos son distintivos y realizan funciones diferentes (Heras
2001).



Las cdlulas dendriticas dérmicas (DDC) se encuentran en el drea perivascular del
plexus superficial, se caracterizan por tener el nucleo altamente arrugado. Las DDC
carecen de antigenos caracteristicos de células T, B y natural killer pero se caracterizan
por expresar factor XIIla, altos niveles de HLA-DR, HLA-DQ, CD1a, CD32, moléculas de
coestimulacién y adhesidon como CDB0, CD86 y CD83. La mayona de estas células
expresan marcadores mieloides (CD13 y CD33). Se han observado granulos de Birbeck
(estructuras caracteristicas de las LC) y CD1a en las DDC cultivadas, aunque no se sabe
si estas subpoblaciones de DDC pueden diferenciarse en LC (Meunier 1993; Nestle
1993-1995).

En la dermis del raton existen dos poblaciones de DDC que se distinguen por la
expresion de CD11b (antigeno monocitico). Ambas subpoblaciones expresan motéculas
MHC CII y CD45 y solo algunas son DEC205* (Duraiswamy 1994).

1.2 RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES MOLECULARES
ASOCIADOS A PATOGENOS

E! principal blanco de reconocimiento de la respuesta inmune innata son los patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMP’s), Los PAMP’'s tienen varias caracteristicas
que son importantes para entender como se lieva a cabo dicho reconocimiento:

« Los PAMP’s son estructuras moleculares producidas sélo por microorganismos
patdgenos.

« El reconocimiento de PAMP’s por el sistema inmune innato se da gracias a
ciertos receptores exclusivos (PRR's), que le permiten distinguir entre estructuras
propias y las estructuras patdgenas no propias.

« Los PAMP’s representan patrones moieculares conservados que son csenciales
para la sobrevivencia de los microorganismos. El mejor ejemplo es el efecto
bactencida de la penicilina, 13 cual inhibe la biosintesis de peptidoglicano.

o Los PAMP's frecuentemente representan los ttamados “codigos moleaulares” de
cierto patégeno en particular. Por ejempio  lipopolisacarnido (LPS), acidos
lipoteicoicos  (LTA), lipoarabinomanana y mananas son oodigos de
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reconocimiento para bacterias gram (-), gram (+) y hongos, respectivamente.
Esta propiedad le permite al sistema inmune desplegar el mecanismo mas
eficiente para contrarrestar a una clase determinada de patégenos.

Los PRR’s son proteinas estructuralmente y funcionalmente heterogéneas. Varios
tipos de dominios de proteinas se encuentran involucrados, entre los mas estudiados se
encuentran: el dominio lecting tipo C, el dominio rico en cisteinas y la repeticion rica en
leucina de! SR-A (Medzhitov 2000; Janeway Jr. 2002).

Funcionalmente, los PRR's pueden estar involucrados en: a) opsonizacion de
bacterias y virus para fagocitosis, 0 la activacion del sistema del complemento; b)
captura de patogenos por fagocitos y células dendniticas; o, €) activacion de senales que
resultan en la transcripcidn de una variedad de citocinas inflamatorias y péptidos
antimicrobianos.

A la fecha se han descrito una gran vanedad de PRR’s, entre los cuales podemos
encontrar: lectina de unidn a manana, proteina C reactiva, proteina de suero amiloide;
secretadas todas por el higado. Otro grupo se expresan en la superficie macrofagos y
algunas poblaciones de DC como el receptor de manasa (MMR), DEC20S5, SR, CD14,
receptores Fc, receptores "Toll-like”, receptores de complemento y colectinas; dichas
moléculas son cruciales para el funcionamiento de estas células (Medzhitov 2000;
Janeway Jr. 2002).

1.3 CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas (DC) son un sistema de células presentadoras de antigenos
(CPA) que destacan no sk por sus capaadades de presentacion sino también de
coestimulacion  y  produccidn  de  citocinas  (Banchereau y  Steinman  1998;
Steinman1999). Esta células con caracteristicas tinicas como su morfologla y movilidad,
se encuentran ampliamente distribuidas en todo el organismo expresando fenotipos y
posiblemente funciones diferentes (Steinman 1991; Banchereau y Steinman 1998). De
este modo las DC integran todo un sistema, que de acuerdo a su localizacion se puede
dividir en varias secciones (Heras 2001):



e DC localizadas en tejidos no linfoides (piel, epitelios y mucosas) y DC
intersticiales distribuidas virtualmente en todos los érganos.

» DC en circulacién: DC en sangre periférica y células veladas en la linfa aferente.

« Células interdigitantes en las areas de células T en tejidos linfoides secundarios.

» DC en médula timica.

« DC en foliculos de células B, en los érganos linfoides secundarios.

Recientemente se ha propuesto un doble papel de las DC: amplificacidn de la
respuesta inmune innata y ka activacion y direccidén de la respuesta inmune adaptativa.
Originados en la médula dsea, los progenitores de las DC se dispersan por la via
sanguinea hasta los tejidos no linfoides, donde se desarrollan a un estado considerado
inmunologicamente inmaduro. Estas DC se caracterizan por tener altos niveles de
vesiculas citoplasmdaticas ricas en MHC II (Ossevort 95), poca o nula expresidn de
moléculas de coestimulacidn (presentan una pobre actividad de estimulacion para los
linfocitos T virgenes), alta capacidad para capturar antigenos (expresando FcyR y FceR,
asi como receptores para endocitosis como los dominios lectina tipo C: receptor de
manosa y DEC205) (Steinman 1991).

Una vez en contacto con los productos microbianos o mediadores inflamatorios, se
promueve la migracion de s DC via la linfa aferente hacia los organos linfoides
secundarios commespondientes (dicha migragdn es dingida, muy probablemente por
receptores de quimiocinas ), localizandose en las dreas de los linfocitos T. En estos sitios
las DC se encuentran en un estado referido como inmunologicamente maduro ya que
las células han sufnido un cambio dramdtico en sus propiedades: han perdido ia
habilidad para capturar antigenos (baja capacidad endocitica, y disminucdn en la
expresion de receptores F¢), pero expresan altas cantidades de MHC (Il en su
membrana, y de moiéculas de adhesion y coestimulacion, adquiriendo una potente
actividad estimuladora de los linfocitos T virgenes (figura 4).

Al parecer las DC también tienen un papel importante en 3 inducoidn de tolerandia
inmunoldgica. En particular, las DC timicas presentan péptidos enddgenos propios a ks
timocitos generados recientemente, permitiendo de este modo la eliminacidn de las
células T autoreactivas; existe también evidencia del papel de las DC en el desamollo de
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la tolerancia periférica. Estudios adicionales indican que las DC pueden modular
directamente las funciones de las células NK y las células B (Bell 1999).
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Figura 4. Interrelacion y ciclo de vida do diferentes poblaciones de DC. Flores-
Romo 2001.

Asi las funciones de las céulas dendrticas en piel y en otros tejidos no linfoides se
pueden resumir de 3 siguiente forma (Steinman 1991; Banchereau y Steinman 1998):

« Centinelas /n vivor debido a su distribucidn que optimiza la captura de antigenos
enddgenos y ka migracidn al érgano linfolde mas cercano, para hacer mas
eficente la seleccidn clonal de los linfocitos T CD4* y CD8*.

« Potente estimulador de @ respuesta inmune: estimulando tanto lkinfoctos T
virgenes como linfocites B.

« Induccién de tolerancia.



Las investigaciones sobre las funciones de las DC han creado nuevas esperanzas para
el desarrolio de vacunas celulares, terapias contra el cancer y tratamientos para varias
enfermedades infecciosas.

1.3.1 Origen de las células dendriticas

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 finfoides,
linfoides, en circulacion sanguinea y linfatica de humano y ratén (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 CD34*
obtenidas de médula dsea con GM-CSF y TNFu, se generan DC que expresan antigeno
linfocitico cutaneo (CLA), y CDla; bajo la influencia de TGF-f§ se polariza la
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Figura 5. Desarrolio dei linaje mieloide y linfoide de las DC.
diferenciacion hacia DC con caracteristicas de LC. Por otro lado, estas mismas céhslas
CD34" pueden diferenciarse a células CD14°, las cuales presentan e M-CSFR, y que en
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presencia de M-CSF se diferencian a macrofagos, mientras que al cuitivarias en ausencia
de esta ditocina proliferan y se diferencian con caracteristicas de DC de tipo intersticial
CD1a*, CD2°*, CD9*, y CD68"* (Vandenabeele y Wu 1999). Se pueden obtener en el
ratén dos poblaciones de DC cuitivando células progenitoras de médula dsea en con
GM-CSF, TNFua y CSF (figura 5), generando células que se distinguen por la expresion
de CD11b. Las células CD11b* expresan, homologamente al sistema humano el receptor
M-CSF, dando origen tanlo a macrdfagos como a DC, mientras que las células CD11b’
se diferencian a células con caracteristicas de LC, expresando E-cadhenna (Zhang
1999).

Los monocitos sanguineos humanos (D14' son capaces de diferenciarse, en
presencia de GM-CSF e IL-4, en células con caracteristicas de DC inmaduras después de
5 a 7 dias de cultivo. Sin embargo, en presencia de M-CSF estas células se diferencian
en macrdfagos. Por otra parte, si estos mismos precursores monociticos se tratan con
GM-CSF, IL-4 y TGF-3, se generan LC que expresan E-cadherina y granulos de Birbeck
(Cella, Sallusto 1997; Vandenabeeie y Wu 1999).

Las principates evidencias de la existencia del linaje linfoide se encontraron en ratén
(Cella, Sallusto 1997). Al tratar precursores timicos CD44*, c-Kit* y CD4"™, con IL-1,
IL-3, IL-4, IL-7, SCF, GM-CSF y TNFa, se obtienen DC que expresan: MHC CII, CD11c,
CD40, CD86 y DEC205. De manera interesante, GM-CSF no es necesario para la
diferenciacidn de DC linfoides, mientras que parece ser el factor decisivo en el caso de
la generacién de DC mieloides (Vandenabeele y Wu 1999).

Estudios realizados en ratones, demostraron que precursores CD4'™ (baja expresion
de CD4) obtenidos del timo, son capaces de generar células T, B, NK y DC. Las DC
presentes en e bazo, timo y ganglios linfaticos de estos animales, expresaron
uniformemente CD8a. Este hallazgo did lugar al concepto de DC linfoides (LDC), las
cuales tienen al parecer una localizacion, funcidn y fenotipo distinto al de las DC
mieloides (Ardavin 1993; revisado en Maldonado-Lopez 1999).

En humanos, la existencia de un precursor linfoide se demuestra por la diferenciacion
de progenitores hematopoyeticos CD34° que generan DC, los cuales bajo el estimulo de
IL-1, IL-3, IL-7, SCF, GM-SCF y TNFua expresan HLA-DR'. Estas DC se consideran
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linfoides ya que dichos progenitores también generan células T, B y NK pero no células
fagociticas (Vandenabeele y Wu 1999).

Actuaimente se ha descrito en el humano un tipo celular particular llamado célula T
plasmacitoide (PTC), el cual comparte caracteristicas con células plasmaticas, linfocitos
T y monocitos, y se propone como un precursor linfoide para DC en humanos. Las PTC
corresponden a un tipo especial de célula que se encuentran en las zonas T en los
6rganos linfoides y han sido descritas en amigdalas, sangre periférica, sangre de cordon
umbilical y médula dsea fetal. En cuanto a su fenotipo expresan CD4 (marcador de
célula T), CD68, CD36 (marcador de monocitos) y CD15 (marcador de granulocitos) y
presenta una morfologia muy similar a las células plasmaticas (Vandenabeele y Wu
1999).

Actualmente se ha postulado la posibilidad de que estos dos linajes realicen
funciones diferentes (Cella, Sallusto 1997). En raton se cuenta con cierta evidencia
indica que las células del linaje linfoide inducen respuestas tipo Thl, mientras que las
mieloides inducen respuestas Th2. Sin embargo, a pesar de toda la investigacion en
este campo, aun no estd claro cud! es la relacion entre los precursores y la  distribucion
in sity de 1as DC en las mucosas, 6rganos linfoides y en circulacion (Grabbe, Kampgen
2000). El origen linfoide y mieloide de fas DC ha sido cuestionado. Estudios del grupo de
Ardavin et al han demostrado que el precursor tmico CD4*™ origina tanto células CD8a*
como DC CD8«’, sugiriendo un origen comun para esta dos poblaciones. Dicha
altemativa estd sustentada por Pulendran, quien analizd y clasificd las distintas
poblaciones de DC presentes en bazo de ratones tratados con Fit-3-L basandose en la
expresion de diversos marcadores. En éste ultimo estudio se aprecid que dichas
poblaciones celulares expresan las diferentes moléculas en una especie de gradiente, lo
qQue hace pensar que quizd representan distintos estadios de desarrollo de una unica
poblacion de células, mds que de ontogenias diferentes (Martin, 2000; revisado en
Heras 2001).




1.3.2 Céivias de Langerhans

En 1868, un estudiante de medicina, Paul Langerhans, conducido por su interés en la
anatomia de los nervios cutaneos, utilizando impregnacidn con sales de oro en la piel
humana, descubrid una poblacién de céulas en la regidén suprabasal de la epidermis.
Estas cdulas son ahora Hamadas células de Langerhans (Stingl 1960; Maurer y Stingl
1999).

Ya que ias sales de oro tienen gran afinidad por los tejidos nerviosos, Langerhans
considert a estas oéulas como parte del sistema nervioso. Dicha teoria fue mantenida
por otros investigadores hasta los aos 1960’s. Durante 13 década de los 1950’ y los
1960's, surgid otra hipdtesis que postuld ) )
que habla una relacidn entre los
melanoditos y las LC. De acuerdo con ésta o
teoria, las LC eran consideradas como &,
melanocitos disfuncionales, como células \
hijas de los melnocitos en divisibn o -+ |
como melanoditos en un estado inactivo
de desarmolio. Posteriormente los estudios i
de microscopia electronica de Birbeck €t Figura 6. Cébulas de Langarhans MHC I1° en
al (revisado en Stngl 1980), reveldrOn o e o e mkTar o o o e
que Bs LC contenian unos organelos ©<tensa red que forman en i epidermes
dtoplasmdticos Onicos. Estos investigadores también apoyaban a3 teoria de que las LC
derivaban de los melanocitos. Este postutado de refacidn ontogenética entre las LC y los
melanoditos y 13 idea de que las LC eran parte del sistema nervioso fué desacreditado
por ios trabajos Breathnach et al (revisado en Stingl 1980). Estos investigadores
demostraron que alin en ausencid de cesta neural, las LC se desarrollaban (Stingl
1980). A pesar de todo, no es hasta 1973 que se les relaciona por primera vez con &
sisterna inmune (Steinman 1973) inicidndose con effo una gran cantidad de trabajos
acerca de su papel y funcionalidad en la respuesta inmune.




Las LC derivan de la médula dsea y se localizan en la capa suprabasal de Ia epidermis
y en otros epitelios estratificados. En el humano su densidad varia de 460-1000
células/mm’ dependiendo de la region del organismo y en el ratén varia de 800-1200
célutas/mm’, dependiendo de la cepa. Representan aproximadamente el 1% del total de
las células epidérmicas, lo que hace dificil su obtencion y enriquecimiento, siendo ésta
una de las causas principales que han limitado su estudio (Revisado en Heras 2001).

Las LC son una poblacidn movil de DC inmaduras, su residencia epidérmica es sélo
un paso en su ciclo de vida. Los precursores salen de médula ésea a circulacién para
posteriormente poblar la piel. Bajo un estimulo apropiado (quimico, fisico o bioldgico),
pueden dejar su compartimiento cutdneo y migrar hacid los ganglios linfaticos
regionales donde estimularan a los linfocitos T (figura 4y 7).

-

Figura 7. Células de Langerhans murinas viajando a traveés de los vasos linfaticos.
Foto tomada de Romany, 2001.

Una caracteristica particular de las LC es que contienen organelos citoplasmaticos
denominados granulos de Birbeck (GB). Tienen forma de raqueta de tenis y estdn
compuestos por membranas superpuestas separadas por ldminas estriadas que dan una
apariencia dentada (Tzipper-lke™). A pesar de que fueron identificados en 1961, su



origen y funcion siguen siendo una incognita. Recientemente se ha identificado un
nuevo receptor endocitico, 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, internalizandolos y lievandolos a8 compartimentos poco convencionales
de procesamiento de antigenos. Cuando se incuban fas 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 cominmente (figura 6). Afortunadamente la técnica de separacion
de capas epidérmicas ha resuelto este problema. En condiciones normales estas células
son la Unicas 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 Stingl 1999). La
actividad de la enzima aparece tempranamente durante 13 ontogenia de las LC, sin
embargo, desaparece durante su maduracion. En estas mismas condiciones, las LC
expresan moléculas MHC II, DEC205 (CD205), Mac-1 (CR3), FoyR(en humano tipo O y
en ratén tipo 1I1), antigeno F4/80 y E-cadherina (importante en I3 adbesion entre las
LC y los queratinocitos en la epidermis) (Sting! 1980; Inaba 1986; Kimber 1999, Heras
2001).

Diversos estudios han demostrado que la alteracion del medio ambiente cutaneo
provoca cambios fenotipicos y funcionales en las poblaciones de LC tanto /7 vivo como
in vitro. Sdlo unas horas después de estimulos antigénicos, la expresidn en la superficie
de moléculas MHC I se incrementa considerablemente en 3 superficie y mientras tanto,
disminuye ¢! nimero de LC en las capas epidérmicas. Las LC tienen diferentes
funciones, con implicaciones que van mucho mds alld de la pel misma, dada su
capacidad de capturar alergenos y agentes infeccosos, estimular vigorosamente
respucstas inmunes y mostrar propiedades migratorias que fas equipan como la unica
posibiidad de comunicacion entre la piel y los érganos linfoides secundarios. Se cree
que juegan un papel determinante en enfermedades infecciosas, alergias, enfermedades
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autoinmunes, reacciones inflamatorias cronicas, ef rechazo a tumores y transplantes, y
en los efectos causados por radiacion ultravioleta (Maurer y Sting! 1999; Kimber 1999).

1.3.3 Captura de antigenos

Aunque descritas como CPA profesionales, aitos atrds se consideraba que las DC
presentaban pobre capacidad de endocitosis y fagocitosis (Caux 1999), hasta que se
demostrd que las células de Langerhans podian llevar a cabo todos los pasos para la
endocitosis mediada por receptores y la fagoditosis de particulas relativamente grandes
tales como: particulas de latex (Matsuno 1996), cuerpos apoptoticos (Albert 1998;
Rubartelli 1997), virus (Barfoot 1989), bacterias (Reis y Souza 1993) y pardsitos
intracelulares como Leshmania
major (Moll 1993).

Las DC pueden intemalizar
eficientemente una gran variedad
de antigenos para procesanos y
presentarios en el contexto de Fe.m CD11c
MHC CI1. Algunos mecanismos de MARCO/R 4 SevngerR
captura de antigenos han sido
estudiados sobre DC derivadas de
monocitos, generadas en cultivo

con GM-CSF e IL-4. Esta células Figura 8. Las DC expresan receptores patrones
moleculares asociados a patoganos.
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presentan altos niveles de
macropinocitosis constitutiva que les permite capturar grandes voitimenes de kquido y
concentrar macrosolutos. Ademas, estas DC expresan FcyR I y 1T y el receptor de
manosa, que les permite capturar eficentemente complejos inmunes y antigenos
manosilados, respectivamente (Celta, Sallusto 1997).

El receptor de manosa contiene mualtiples dominios de unidn a carbohidratos
mediante los cuales endodita o fagodta una gran variedad de antigenos que exponen
residuos de fucosa 0 manosa. A diferencia de los receptores Fc y I3 inmunogiobuiina de
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membrana, el receptor de manosa es utilizado y reciclado a la superficie de la célula, lo
que permite la intemalizacion de ligandos de manera sucesiva, incrementando su
capacidad para capturar antigenos. (Cella, Sallusto 1997)

Otros receptores también contribuyen a la habilidad de las DC para capturar
antigenos exdgenos (figura 8), estos incluyen receptores tipo lectina como DEC205 vy el
receptor para Fc:, (Steinman 1991-1998; Cella, Sallusto 1997), receptores de LPS como
el CD14 y el receptor scavenger tipo A (SR-A) y MARCO, ademas reconocen acido
lipoteicoicos de bacterias Gram (+) (Clark 2000; Gough 2000; Peiser 2001), receptores
“Toll-like” (TLR), una nueva familia de receptores de peligro que desempenan 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 ademds de ser el
ligando para LFA-1, funciona como receptor para ciertos virus (Stites 1996). Algunos
productos de la cascada del complemento también acttan como opsoninas muy
potentes debido a que las DC expresan receptores del complemento en su superficie,
CD11b (CR3) y CD11c (CR4); ademas se ha observado que una subpoblacidn de LC
expresa CDB8 (receptor para C5a). Las DC se protegen de 13 lisis mediada por
compiemento con la expresion de proteinas de membrana que no actian como
receptores, sino que controlan la activacion del complemento: el CDS9 es una proteina
requladora que previene el ensamblaje compileto del complejo C5b-9 en fas células
blanco, por otro lado también estan presentes CDS5 y CD46, que regulan otras etapas
de la cascada del complemento (Hart 1997; Clark 1999).

Las DC son capaces de capturar células apoptdticas (Albert 1998; Rubartelli 1997), y
al parecer las DC inmaduras son mds eficientes que las DC maduras. Aunque los
macrofagos capturan cuerpos apoptdticos usando muiltiples molkéculas de superficie
como CD14, CD36 y el receptor de fosfatidil sering, las DC parecen usar
preferentemente el receptor vitronectina avfi3 y el receptor CD36/trombospondina (Bell
1999).

De esta mancra la captura de antigenos 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 apoptéticos.

1.3.4 Procesamiento de antigenos

La mayoria de los antigenos requieren ser procesados por las CPA, sin embargo los
macréfagos y las DC manejan los antigenos en diferente forma, dependiendo de si son
de origen enddgeno (de localizacion citosolica), o exdgeno (de localizacion endosomal).

Los productos del complejo principal de histocompatibitidad (MHC) unen antigenos 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 antigenos intracelulares son fragmentados a pequefios péptidos en el citosol, los
cuales son unidos a mokiculas MHC dase 1 (Figura 10); por otro lado, los antigenos
extracelulares que entran por una via endocitica son procesados y gencralmente unidos
a las MHC clase II (figura 9) y estimulan a los linfocitos T citotdxicos (LTc) y a los
linfocitos T cooperadores (LTh), respectivamente (Abbas 1999).

1.3.5 Compiejo principal de histocompatibilidad clase 11

Las CPA se caracterizan por su habilidad para procesar y presentar antigenos sobre
moléculas MHC clase 11. Estos moléculas se encuentran como dimeros de cadenas a y 3
ensambladas en las cistemas del reticulo endopldsmico con un tercer polipéptido
llamado cadena invariante 0 cadena / (en realidad se trata de complejos
macromoleculares formados por 3 moléculas MHC dase 11 y 3 cadenas /). La cadena #
bloquea el sitio de combinacibn de los antigenos MHC cdlase II impidiéndoles
interaccionar con otras moléculas (Mellman 1998). Dos vias de procesamiento de
antigenos han sido descntas: la primera involucra las mokéculas MHC-cadena /iy 1a otra
a los dimeros del MHC libres de la cadena # que son recicladas de la membrana
plasmdtica. Los complejos MHC II-cadena # son llevados al aparato de Golgi donde son



empacados en vesiculas o endosomas, dichas moléculas MHC I recién sintetizadas son
almacenadas en un compartimiento especial denominado compartimiento rico en
moléculas MHC IT (MIIC). En el citosol, los endosomas se fusionan con los
fagolisosomas, descargando su contenido que lleva los complejos MHC II-cadena /. En
estos sitios se encuentran marcadores lisosomales como HLA-DM / H-2M (en humanos y
ratones respectivamente), quienes participan junto con las proteasas acidas en la
remocion de 1a cadena / facilitando la interaccion de la molécula MHC II libre con los
péptidos inmunogénicos derivados del antigeno procesado. En los MIIC, las moléculas
MHC II son degradadas continuamente y remplazadas por nuevos complejos MHC-
cadena /(Rescigno 1999).
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Figura 9. Procesamiento y presentacién de antigenos en el contexto de MHC-II.
Rojas-Espinaza 2001

Dependiendo del estado de maduracidn de las DC, se pueden observar vesiculas que
contienen motéculas MHC I, distinguibles de los endosomas tardios o lisosomas a las
cuales se les ha denominado vesxulas clase 17 (CIIV). En estas vesiculas, las moléculas
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MHC 11 no se encuentran unidas a la cadena invariante (Figura 11). De manera
interesante, la presencia de estas vacuolas estda estrechamente relacionada a la
maduracién de las DC y bajo el estricto control de la degradacion de la cadena 7
(Rescigno 1999), durante la maduracién, hay un estado intermedio de las células, el
cual se caracteriza por la aparicion de estructuras CIIV. La degradacion de la cadena /#
estd catalizada por catepsing S, dicha actividad esta bajo el control de su inhibidor
cistating C, cuyos niveles y localizacion estan regulados por la maduracién de DC (Pierre
1998). Las CIIV se fusionan con la membrana plasmdtica para posteriormente exponer
los complejos MHC-péptido (de hasta 25 aminodcidos) en la superficie de la célula,
exhibiendo ahora el fenotipo tipico de DC maduras (Abbas 1999, Rescigno 1999).

1.3.6 Complejo principal de histocompatibilidad clase 1

Los antigenos que se originan intracelularmente se denominan antigenos enddgenos
y comprenden las proteinas propias de la céluta, los antigenos de diferenciacion, los
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Figura 10. Procesamiento ¥ presentaciin de antigenos en el contexto de
MHC-I1. Rojas-Espinosa 2001.
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neoantigenos que aparecen en las células tumorales, los antigenos resultantes de la
replicacion de virus y los antigenos liberados del citosol por algunos microorganismos de
vida intracelular como micobacterias, leishmanias, y otros. Los antigenos son
degradados en el citoplasma por los proteosomas, complejos proteoliticos multi-
subunitarios que se encuentran en el citoplasma de las células eucaridticas. Los péptidos
resultantes son capturados por un complejo proteico iocalizado en la membrana del
reticulo endopldsmico formado por las proteinas TAP-1, TAP-2 y tapasina (figura 10).
Este complejo transporta los péptidos al interior de las cistemas del reticulo
endopldsmico donde algunos de ellos, los afines, se asocian a molkéculas MHC clase 1.
Los complejos MHC I-péptidos son llevados por el flujo normal de las cisternas hasta la
superficie de la CPA, o son empacados en el aparato de Golgi en vesiculas que mas
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 1 antigenos introducidos exdgenamente (Rescigno 1998, Bachman
1996, Regnault 1999) via un mecanismo que es dependiente del protecsoma y de TAP,
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Figura 11. Procesamiento y presentacion de antigenos en las Células dendriticas. Rescigno
1999.
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y que se ha llamado “crosspriming”, o presentacién cruzada. La naturaleza del antigeno
es critica para esta presentacion sobre MHC 1, por ejemplo las proteinas solubles son
pobremente presentadas, mientras que los antigenos introducidos via endocitosis y
fagocitosis mediada por receptores son presentados eficientemente. Resulta interesante
saber por qué las DC pueden activar a los LTc, no séio con antigenos virales sino
también con antigenos bacterianos, tumorales y otros que también pueden ser
intemalizados en respuesta a una seial de peligro. La biosintesis de mokéculas MHC | es
altamente inducida por bactenas y sus productos (Cella y Engering 1997), alkcanzando el
maximo a las 18 h, cuando las DC han adquirido una fuerte capacidad para estimular a
los linfocitos T citotdxicos (Figura 11).

1.3.7 Moléculas CD1

Las moléculas CD1 pertenecen a un linaje de glicoproteinas no polimérficas que se
encuentran en la superficie celular, asociadas a 2m, que ensamblan antigenos no
procesados en compartimientos endosdémicos-lisosdmicos y los presentan de una
manera independiente de TAP. Recientermente se han involucrado en l presentacidn de
antigenos no proteicos y la modulacion de las respuestas de los linfocitos T contra
lipidos microbianos y glucolipidos antigénicos. Esto puede contribuir @ la inmunidad
microbioldgica, autoinmunidad, regulacidn inmunoldgica y a la respuesta contra
tumores. Existen cinco moiéculas CD1 (a, b, ¢, d y e) presentes en el cromosoma 1
humano. Las moléculas CD1 son marcadores fenotipicos de las DC (Porcelli 1999;
Steinman 1999).

1.3.8 Migracion de las células dendriticas

Aln en ausencia de patigenos se localizan DC en 13 linfa aferente que se cree liegan
a las dreas de células T de los 6rganos linfoides secundarios, sin embargo no se han
encontrado en ka linfa eferente, indicando que posiblemente muchas de las DC mueren
in situ después de su ambo a los 6rganos linfoides. En la sangre de humanos hay dos
subgrupos de precursores de DC: CD11¢’ y CD11c’, ambos subgrupos pueden entrar a
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los drganos linfoides por las vénulas del endotelio alto (HEV) (Brown 1997)
posiblemente con diferente destino. Las CD11c’ se han localizado en areas de las
células B y las CD11c en las areas de las células T. Las DCs que se encuentran en los
sinusoides del higado se mueven por los vasos linfaticos hepdticos a los ganglios
linfaticos mdas cercanos, y las DCs del intestino migran a los ganglios linfaticos
mesentéricos (Kudo 1997; Matsuno 1996).

Una inyeccion de LPS causa un egreso masivo de DC de la piel, corazon, rindn e
intestino asi como el movimiento y la maduracion de las DC de la zona marginal a las
areas de las células T del bazo (Banchereau and Steinman 1998).

Algunos factores que inducen la migracion de las DC /n vivo son: LPS, LTA y TNF-«,
pero se sabe poco en cuanto a la regulacion del trafico de las DC de la sangre al tejido y
de los tejidos a los érganos linfoides. El LPS estimula a una variedad de células
(leucocitos polimorfonucleares) para producir citocinas y quimiocinas, por ejemplo, GM-
CSF, TNFq, IL-1, MIP-1a y [, se sabe que estos productos regulan el movimiento y la
maduracion 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 tailo intracitoplasmatico transductor de sefial, no puede ser
considerado como uniko mediador de la activacion de las DC por LPS. Recientemente, la
transduccién de esta sefial ha sido encontrada en TLR2 y TLR4. TLR4 induce la
translocacion nuclear de NF-x3 via activacion de MyD88 e IRAK y analogamente,
activacion por LPS es mediado por NF-xf} (Rescigno 1998).

Las DC generadas /n vitro expresan receptores de quimiocina CCR1, CCR2, CCRS,
CCRG (expresados en DC inmaduras y que disminuye su expresion durante la
maduracién), CCR7 (el cual es inducido durante a maduracion y se cree que dirge la
migracion directamente hacia los 6rganos linfoides) (Sozzani 1998), (XCRY, OXCR2, y
CXCR4. Las DC /n vitro migran en respuesta 3 quimiocinas CC como MCP-3, MCP4,
RANTES, MIP-1a, MIP-1f y MIP-5; y la quimiocina CXC SODF-1(Morelli 1996; Sozzani
1995-1997). Las DC migran en respuesta a la quimiocind denvada de macrofagos
(MDC), producida por macrdfagos y DC (Godizka 1997). Se ha demostrado que CCR6
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se expresa en células dendriticas derivadas de células CD34*, pero no en las DC
derivadas de monacitos (Power 1997) (Figura 12).
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Varias moléculas participan en la regulacidon de la migracion de las LC induyendo E-
cadherina (Tang 1993; Flores-Romo 2001), CLA (antigeno leucocitico cutaneo) e
isoformas de CD44 (Weiss 1997). MDR-1 es una p-glicoproteina que esta implicada en la
temprana movilizacién de las LC en la piel, ya que cuando se utiliza un antagonista de
MDR-1 se impide su movilizacion de la epidermis (Randoiph 1998). Por otro lado en
ratones CD40L” (equivalente del sindrome hiper-IgM en humanos) se cbservd que ante
un estimulo antigénico con FITC, las LC no migran adecuadamente al érgano linfoide
comrespondiente (Moodydiffe 2000).

Las integrinas y moléculas de adhesion contribuyen a 1a migracion de DC. Las DC
inmaduras en circulacién expresan una forma glicosilada del ligando de selectina-P
(PSGL-1), capaz de unir selectina-P y E. El fendmeno de extravasacion es reguiado por
quimiocinas producidas por céiulas endoteliales e integrinas de superficie como VCAM-1
e ICAM-1. Las DC pueden llegar a los organos linfoides a través de las vénulas del
endotelio alto via CD49d B-integrina. También ICAM-1 junto con ICAM-2, expresadas en
las DC, pueden contribuir a la migracién asi como a la posterior activacién de los
linfocitns T (Bell 1999).

Durante 3 migracion, las DC tienen que atravesar barreras como ka membrana basal
y la pared endotedlal, procesos que muy probablemente requieren de enzimas con
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actividades especificas. Se han encontrado en las DC varias metaloproteinasas
involucradas en la degradacion de matriz extracelular tales como la colagenasa
intersticial (MMP-1), estromelisina-2 (MMP-10) y elastasa (MMP-12) ( Revisado Caux
1999) (Figura 13).

. 1.3.9 Interaccion entre las células
dendriticas y los linfocitos

Los linfocitos T y B se consideran los efectores
de la inmunidad adquirida, pero dicha funcidn
estd bajo el control de las DC que capturan y
procesan antigenos, expresando moiéculas de
adhesién y coestimulacion que eficentiza (a
presentacién de los mismos. Las DC son las
Gnicas CPA capaces de estimular linfocitos T
virgenes y en reposo. Normalmente esta prueba
se realiza con un nOomero igual de células
- alogénicas, sin embargo en el caso de las DC, con
Figura 13. Migracién de una céluls solo una de ellas es posible estimular entre 100 y

de Langerhans. Romant 2001 3000 linfocitos T (Banchereau y Steinman 1998).
Actualmente, 1a reaccidn de cultivo mixto de linfocitos (MLR) es el ensayo fucional mas
utilizado i vitro para demostrar 1a funcionalidad de las DC, ya que se estimulan tanto
linfocitos CD4* como CD8* (Niy O'Neill 1997).

Las DC y los linfocitos T especificos forman agregados que constituyen el medio
ambiente 6ptimo para el desarmolio de una respuesta inmune, La interaccidn entre DC y
linfocitos T esta coordinada por dos sefnales. La primera sefial esta representada por la
interaccién péptido-MHC/TCR y la sequnda esta provista por sefiales coestimuladoras
CD80, CD86 y CD40, altos niveles de moléculas ICAM-1 (CD54), ICAM-3 (CD50), LFA-3
(CD58), B, integrina (CD29), LFA-1 (CD11a), LFA-2 (CD2) y LFA-3 (CDS8) incrementan
la adhesidn y senalizacidn (Figura 14).

36



Otras molécutas que intervienen en la
seflalizacién en las DC son los miembros de
la familia de TNF y su receptor, TNFR (Hart
1997). £l TNFR tipo I y el tipo II difieren en
sus porciones intracelulares, lo que sugiere
diferentes vias de sefializacion. Estudios en
DC de sangre humana han confinmado fa
presencia de MRNA y la expresion en la
superficie de ambos receptores. Se sabe que
el TNFa es importante en la generacion y
diferenciacion de las DC. Bl (D40, un
miembro de la famiia TNFR, se expresa en
la superficie de lnfoctos B, odulas
mqld-lm*hcﬂ-: cdulas epiteliales y tumorales. El ligando de
Moadificado de Stockowin, L. 2000. CD40 (CD154 o CD40L) se expresa sobre

infocitos T, células activadas, plaquetas y
basdfiios (Lane 1999). Como resuitado de esta interaccion (CD40-CD40L) se incrementa
12 expresién de CDB0/CD86 en las DC, la iberacidn de citocinas (IL-1, TNF, IL-12 y
quimiocinas) (Caux 1994; Ridge 1998; Banchereau 2000) y se induce 13 expresion de
figando de OX40 (OX40L), que conduce a la sintesis de IL-4 por los knfoctos Ty a la
expresion de OXCR-5 o que coopera a 13 interaccién con i0s Infocitos B en los folicuios
de los 6rganos linfoides (Broker 1999). Las DC maduras expresan e ligando de 4-1B8
(4-1BBL), e cual complementa la funcidn de OX40L. 4-1BB es una molécula
coestimutadora expresada sobre finfocitos T CD4°* y CD8*, induce preferentemente |3
profiferacion de linfoatos T CD8* v la produccdn de IFNy, pero no de IL-4 (Kim 1998;
Banchereau 2000). Otra molécula involucrada es RANK, un miembro de 1a familia TNFR,
su ligando (RANKL/TRANCE) epresado sobre los linfocitos T activados, estimula i3
secrecidn de citocinas por las DC como IL-1, IL-6 e IL-12; ello incementa la
sobrevivenda de éstas y la proliferacién de jos linfodtos T en 1a reaccidn mixta de
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linfocitos. Se ha demostrado que TRANCE es responsable de la activacién de los LTh
durante una infeccidn viral, independientemente de CD40L, suginiendo un papel
importante y especifico durante la infeccidn (Banchereau 2000).

Los linfocitos B, a diferencia de los T, pueden reconocer directamente antigenos a
través de su receptor (BCR). Los linfocitos B virgenes responden preferentemente a las
DC de tipo intersticial y a la secrecion de factores solubles, incluyendo la IL-12. Las DC
estimulan directamente la produccién de anticuerpos, mientras que 3 proliferacion de
linfocitos B es estimulada por los linfocitos CO4* activados. El centro germinal (GC)
constituye un microambiente anatdmico donde las células B proliferan y sufren mutacién
somatica, cambio de isotipo y finalmente diferenciacion a céiula de memoria o0 a célula
plasmatica. Los GC también contienen células T, DC folicutares, y DC de centros
germinales (GCDC). Las GCDC estimulan la proliferacion (independientemente de JL-12)
de los linfocitos B activados y se cree que estas células dirigen su diferenciacion hacia
cédlulas plasmaticas, ademas, inducen un cambio de isotipo hacia IgGl. Asi, una
subpoblacién de DC tiene ia capacidad de dirigir y generar una respuesta inmune
humoral, en la cual tienen que interactuar linfocitos CD4* antigeno-especificos y
linfocitos B antigeno-especificos (Banchereau 2000).
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2. JUSTIFICACION

La respuesta inmune innata utiliza una vanedad de receptores de reconocimiento de
patrones moleculares (PRR’s) que pueden estar expresados sobre la superficie de la
célula, en compartimientos intracelulares o secretados al torrente sanguineo. ta funcién
principal de los PRR's incluye la opsonizacion, activacibn de la cascada del
complemento, fagocitosis, activacion de vias de senalizacidn proinflamatorias,
produccion de citocinas e induccién de apoptosis. Durante la etapa neonatal existe una
alta susceptibilidad a infecciones, la cual esta relacionada a la posible inmadurez de los
componentes del sistema inmune. Las DC son consideradas excelentes CPA
profesionales, capturan y procesan antigenos llevandolos de los érganos no linfoides
como piel y mucosas hacia los ganglios linfaticos regionales para activar a los linfocitos
T virgenes. Debido a sus caractenisticas, las DC representan un vinculo 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 corddn estimulan débilmente la MLR y la
proliferacidon clonal de los linfocitos T. También se ha observado que k3 capacidad
endocitica de las DC obtenidas a partir de monocitos de sangre de cordén esta
disminuida, lo cual concuerda con la menor expresidn del receptor de manosa y
moléculas CD1a y MHC I en comparacion con los niveles de del aduito. Es posible
entonces que algunas deficiencias de os linfocitos puedan relacionarse con el fenotipo y
la funcién incompleta de las DC en k2 etapa neonatal.

Hace falta mucho trabajo acerca de la funcionalidad de las DC durante el periodo
neonatal, es por este molivo que la presente investigacién estd enfocada a aportar
informaciéon sobre I3 expresidn de algunos marcadores durante la ontogenia de DC,
particularmente la expresion de ciertos PRR’s, moléculas importantes invoiucradas en la
captura de antigenos, aspecto crucial para el funcionamiento de las DC.
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3.0 OBJETIVO GENERAL

« Determinar el fenotipo que poseen /n vivo las células dendriticas epidérmicas en
etapas ontogénicas tempranas utilizando como modelo el ratén BALB/c.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

« Estudiar la expresion de receptores de reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patégenos (PRR'S) en las células dendriticas epidérmicas, tanto en
ratones neonatos como en ratones adultos.

« Comparar la expresion de marcadores cldsicos de células de Langerhans (ATPasa,
MHC I y DEC 205) en el penodo neonatal y en {a vida adulta.

« Realizar dobles marcajes para definir el fenotipo de las subpoblaciones de DC
epidérmicas durante e periodo neonatal.
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4. MATERIALES Y METODOS

Animales

Se emplearon ratones singénicos (de 0 y 90 dias de edad) de la cepa BALB/c los
cuales se mantuvieron bajo condiciones estdndares en el bioterio del Centro de
Investigacién y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional.

Separacién de laminas epidérmicas

Los ratones neonatos se sacrificaron utilizando una sobredosis de pentobarbital
sédico y los adultos por dislocacion cervical. Se rasurd 13 zona abdominal (en caso de los
adultos) y se obtuvo una muestra de piel, se quito mecanicamente la grasa subcutanea
para facilitar el procedimiento, y 8 muestra se cortd en pequefios cuadros
(aproximadamente de 1 c¢m?). la piel se incubd en EDTA (4cido
etilendiaminotetraacético) 0.5 M (pH 7.4), durante 2 horas a 37°C orientando la dermis
hacia abajo (las uniones de lka epidermis con 3 dermis son dependientes de caicio, el
EDTA captura el calcio facilitando la separacidn de estas dos capas). Finaimente se
separd la epidermis por traccion con fa ayuda del lomo de un bisturi. Cada Kmina
epidérmica se lavo con PBS (solucidn amortiguadora de fosfatos) o SSF (solucidn salina
fisioldgica) y dependiendo del procedimiento posterior, se fijaron con acetona 20 min.,
se lavaron 3 veces y posteriomente se fijaron con cloroformo 20 min. (para
inmunohistoquimica); ¢ solo con formaldehido-cacodilato 2 hrs. (para determinar
actividad de ATPasa).

Inmunohistoquimica

La epidermis se fi)d con acetona fria, se lavd 3 veces con SSF y se cortaron secciones
de aproximadamente 5 mm?, posteriormente se realizé un bloqueo de peroxidasas
endégenas con H:0: al 3% en SSF (sdlo si se utiliza peroxidasa durante el resto del
proceso), se lavaron 3 veces con SSF y se realind otro bioqueo (de sitios inespedficos)
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 dilucién apropiada, a 4°C. Se utilizd 1gG de rata 1.g/mL como control de
isotipo. El exceso de anticuerpo primario se elimind lavando cuatro veces con BSA 0.5%
(albimina sérica bovina) en SSF o PBS (pH 7.3). Se utilizaron sistemas de amplificacion
biotina-avidina, por lo que hubo un segundo periodo de incubacion de una hora, a
temperatura ambiente, con anticuerpos biotinados anti-IgG de rata (Segun ditucion
sefnalada). Se lavaron con ia solucidn de BSA 4 veces y se incubaron con estreptaviding
peroxidasa (segun dilucidn sefialada), 45 minutos a temperatura ambiente. Después de
4 lavados finales con BSA, la reaccion se desarrolld con diaminobenciding, azul gris o
aminoetil carbazol. Cuando se utilizd estreptavidina conjugada a fosfatasa aicalina, la
reaccidn se reveld 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 laminas epidérmicas obtenidas se fijaron en una solucidn de formaldehido-
cacodilato-sacarosa. Se lavaron 3 veces en solucién salina fisioldgica y se incubaron
durante una hora 3 37°C con la mezcla de reaccion, preparada justo antes de realizar la
técnica. Dicha solucidn contiene el sustrato de 13 enzima: ATP, PbNO; MgSO4 en
amortiguador Trizmal. Al finalizar 13 incubacidn se lavaron 3 veces con SSF y la reaccién
se desarroflé manteniendo la epidermis en una solucién de sulfuro de amonio al 5% en
H:O destilada por un minuto. La reaccidn se detuvo lavando 3 veces con agua destilada
y las muestras se montaron con glicero! al 90%.

Caiculo de la densidad celular

Se contd el nimero de células en al menos 10 campos (40X) por muestra, vy se
trabajaron al menos seis ratones por condicién experimental. Se aplicd la siguiente
férmula para obtener la densidad celular por mm?: didmetro del campo ocular = cifra de
campo ocular / aumento del objetivo; esto permite cakular el drea (ar’) del campo



ocular y obtener el nimero de células por unidad de drea. Los valores estin expresados

como la media +/- la desviacidn estandar de los resultados.

Anticuerpo Conjugado con Clona Isotipo Casa comercial
monocional
« raton (D14 - mC5-3 Rat IgG1K PharMingen
a ratén MHC 1 . NIMR4CH Rat lgG2b Donacion
a ratén DEC20S - NLDC-145 Rat 1gG2a SEROTEC
u ra3tén SR Y1l - 2F8 Rat IgG2b SEROTEC

Tabla 1, Anticuerpos monocionales primarios utilizados en el analisis fenotipico de las
células dendriticas epidérmicas murinas,
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5. RESULTADOS

3) Analisis fenotipico de las células dendriticas epidérmicas de ratones
neonatos y adultos.

En ratones neonatos se encontraron células SR*, CD14*, (CD16/CD32)* con
morfologia dendritica tipica (figura 1), pero no se encontraron células que expresaran
DEC205 (tabla 1).

IMARCADORES — pN(odia)  ADINTOS(90dias) |

ATPasa +

MHC 11 i

SR
CD14
DEC205

Tabla 1, Expresion de distintos marcadores en la epidemmis de rat tos y

+

[ I S

La distribucion de las poblaciones celulares SR* y CD14* a lo largo de las ldminas
epidérmicas fue homogénea, encontrandose en raras ocasiones pequenos agregados
celulares (figura 2). Por otro lado, en los 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 demdas PRR’s estudiados.
También se analizd la expresion de marcadores tipicos de células dendnticas como MHC
CII (moléculas involucradas en el procesamiento y presentacién de antigenos) (Tabla 1).
Al analizar la expresidn de PRR’'s al dia 0 de edad se encontrd un promedio de 513
células/mm’ que expresan SR y 524 células/mm’ que expresan CD14. Asi mismo, al dia
0 de edad, 691 células/mm’® presentan actividad de ATPasa, 57 céiulas/mm? expresan
moléculas MHC 11 y no se encuentran células DEC205*. La cantidad de células que
tienen actividad de ATPasa se mantuvo constante con cambios relativamente pequefios
durante el periodo de estudio (Tabla 2).
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Grifical. Densidades de ias DC epidérmicas para los marcadores estudisdos en e
periodo neonatal (dia 0). Los datos se muestran como la media +/- i3 desviacién estandar de
tres experimentons, ¢/u consta de al menos un promedio de 3 ratones .

contaron al menas 10 aMpos por cada muestra y por cada edad un promadio de 3 ratones).
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Fgura 2. Las DC epidénmicas que expwrasan SR y CD14 thenen una distribucion homegdnea. Las chlulas SR*
{A) y CD14° (B) fucron revetadas con ef sisterna iobnd-avidina percadasa con marca azul y roja, respectivamente. En
la figura C se muestron agregados de DC SR en by epadermis de ratones. neonatos. { 20X)
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b) Las células dendriticas SR*, CD14' epidérmicas tienen actividad de
ATPasa.

Para demostrar si las DC que expresan SR, (D14 o FoyR estan relacionados con las
células de Langerhans, se realizaron dobles marcajes analizando si estas células poseen
actividad de la enzima ATPasa. Primero se procesaron las laminas epidérmicas para
demostrar la actividad de de la enzima ATPasa en las células de Langerhans de ratones
neonatos y posteriormente se realizd la inmunohistoquimica con el anticuerpo
correspondiente (SR, CD14 o FoyR). Se encontraron células con morfologia dendritica tipica
SR*-ATPasa* (figura 17), SR-ATPasa*, células CD14*-ATPasa* (figura 17), CD14-ATPasa”*
y células FcyR*-ATPasa® , FcyR-ATPasa”™.

figura 3. Las DC SR* y CD14° tienen actividad de ATPasa. Se realizaron dobles marcajes
evidenaando primero la actrvidad de ATPasa (café) y posteriormente fa marca roja con e
correspondente anticuerpo SR (A) y CD14 (B). Como se puede observar en Las figuras Ay B, se ven
féluléa)sdoblesmarmdas(caléyro)o)ymhﬁgtncanmmsemmmddeﬂm
caté) (100x).



6. ANALISIS Y DISCUSION

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 dsea, se desconace el trayecto
preciso que siguen desde su salida de su sitio de oriQen (médula ésea) hasta su lugar de
residencia (epidermis). Tampoco se conocen los mecanismos precisos que dirigen y regulan
su ruta, ni se sabe con exactitud cudl es e! estado fendtipico y funcional que tienen las LC
en las etapas ontogénicas mds tempranas.

En estudios previos se ha demostrado que I3 epidermis murina es colonizada por células
derivadas de la médula ésca antes del dia 17 de gestacion. Dichas células carecen de
muchas caracteristicas fenotipicas de las LC del ratén adulto (Romani 1986, Elbe 1989).

Las LC en la epidermis murina aduita sana, son las Gnias células que expresan
moléculas MHC II y el receptor DEC205. También poseen 3 ecto-enzima ATPasa y CD4S,
este Gltimo denota su origen hematopoyético. También expresan altos niveles de E-
cadherina, molécula que participa en la adhesién entre dichas célutas y los queratinocitos
en la epidermis, y se diferencian de otras poblaciones de DC por la presenda
citoplasmética de granulos de Birbeck, organelos pentalaminares con forma de baston o de
“raqueta de tenis”.

En el presente trabajo se muestra que la enzima ATPasa es el marcador Que aparece
mds tempranamente, encontrdndose en niveles equivalentes a los observados en la
epidermis del adulto.

Quizd este hallazgo podna considerarse predecible ya que es un marcador
filogendticamente muy conservado, aunque nNo necesardmente lo sea ontogénicamente,
Las ecto-ATPasas en general estidn pobremente caracterizadas tanto bioguimica como
molecularmente y su presencia no se limita a las LC en la epideris, si no que también se
encuentran en muchas otras célutas del sistema inmune. Sin embargo, ka funcidn que
desarrollan en cada ¢aso no se conoce exactamente. Se ha visto que esta erzima se induce
tras la activacion de linfocitos T CD4 y CD8, cdlulas NK y linfocitos B. Ademds algunas
funciones de estas cdlulas se inhiben cuando se emplean antagonistas de la enzima al
parecer impidiendo la movilizacidn de Ca**, que es un paso esencial en las sefales de
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transduccion 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 “inmunologicamente maduras™) o cuando son cultivadas con GM-CSF.

Seria importante saber cudles son las funciones especificas que tiene esta enzima,
particulammente en células tan activas y extraordinariamente potentes en la induccidn de
respuestas inmunes, como lo son las LC. Asimismo, quizd seria posible predecir la
repercusion de su presencia en a fisiologia de las LC en la etapa neonatal.

En la periferia, por ejempio la epidermis, las LC son muy habiles para capturar
antigenos. Schuler y Steinman han encontrado que al contrario de las DC espiénicas, las LC
pinocitan HRP muy eficientemente. Incluso se ha observado que las LC son @paces de
fagocitar ademds de levaduras y particulas de WBtex, bacterias intactas como
Staphylococcus aureusy Corynebacterium parvurm (Schuler 1985, Reis e Souza 1993).

Las DC generadas “in vitro” a partir de células estaminales de médula dsea cultivadas
con GM-CSF, las cuales tienen similitudes con las LC, son capaces de intemalizar BOG y M.
tuberculosis transitoriamente,

Otros estudios indican que las LC que se encuentran en el epitelio vaginal y cervical son
capaces de fagocitar céiulas epiteliales apoptoticas durante el metaestro (Parr 1991).

Sin duda, la fagocitosis no es el Gnico proceso por el que ks DC en la periferia pueden
intemalizar antigenos. Experimentos realizados /1 witro indican que las DC macropinocitan
constitutivamente, siendo capaces de intemalizar su propio volumen en cuestién de
minutos (Reis e Souza 1993).

Ademds, las DC capturan antigenos por medio de una serie de receptores denominados
en conjunto receptores endociticos, dentro de los cuales se encuentran los receptores de
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdégenos (PRR’s), o que confiere a
estas células no solo la capacidad de intemalizacién sino también de cierta seleccidn
(Sallusto 1995).

En el presente trabajo se analizé la expresidn de de ciertos receptores endociticos,
incluyendo algunos pertenecientes a la familia de los PRR's como: CD14, SR y DEC205.
Consideramos que o que se ha encontrado en este trabajo es interesante, especialmente
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en el contexto de la fisiologla de las DC en la periferia durante las etapas tempranas del
desarrollo neonatal.

Los receptores endociticos analizados son los pertenecientes a la familia de PRR’s, SR,
CD14 y DEC205. Es bien sabido que tas LC cldsicas, es decir, las que se han estudiado en
la vida adulta expresan la lectina tipo C, DEC20S, sin embargo, en la etapa neonatal
temprano no encontramos este receptor.

DEC205 es un receptor que no sdlo esta involucrado en la endocitosis de antigenos
manosilados, sino que también hace mds eficiente su presentacidn a linfocitos T
especificos. La carencia de esta molécula podria estar relacionada con una capacidad
disminuida tanto de captura como de presentacion antigénica, implicando probablemente
una deficiencia notable de las LC en {a etapa neonatal para estimular a los linfocitos T
correspondientes.

La expresién de SR-A tipo 1 y I y de CD14 en las DC epidérmmicas neonatales resulta
un dato interesante, sobre todo porque las células positivas para estos marcadores
desaparecen rdpidamente, no encontrandose expresidn en la epidermis de ratones de 90
dias de edad.

Los receptores scavenger comprenden una familia de moléculas capaces de reconocer
una variedad de componentes celulares microbianos, ademdas de ligandos enddgenas como
lipoproteinas modificadas. Este hecho los coloca en una posicidn importante en el sistema
inmune innato. Los SR unen tanto LPS presente en bacterias gram negativas como acido
lipoteicoico de bacterias gram positivas (Peiser 2001).

Se ha descrito la expresion de SR-A en células de Kupffer, macréfagos alveolares y en
macréfagos de lmina propia en Intestino, sin embargo, se ha demostrado también el
aumento de su expresidn en granulomas inducidos tras 1a inoculacidn de BCG y en cerebro
de ratdn tras la inyeccidn de LPS (Gough 2000).

El reconocimiento de los diferentes ligandos por los SR conduce a la produccidn de
TNFa y oxido nitrico, eventos precedidos por un aumento en los niveles de Ca**
intracelular y activacidon transcripcional por NF-kB.

Los SR también son capaces de unir y fagocitar céiulas apoptéticas por lo que se
sugiere ademas su participacidn en la homeostasis. Utilizando el anticuerpo monodional
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anti-SR-A (2F8), se ha observado que estos receptores son también importantes en
adhesion celular (Fraser 1993).

Hasta ahora no se ha descrito la expresion de SR en LC, pero tomando en cuenta el
papel que tienen éstas mokéculas en otras células que las expresan, o encontrado en el
presente trabajo pudiera indicar que las LC neonatales, aunque poseen un fenotipo
“inmaduro”, tienen ciertas caracteristicas que pudiera permmitiries realizar adecuadamente
su funcién de centinelas del sistema inmune, o bien, pudieran desempefiar algun papel en
homeostasis en etapas tempranas del desarrolio cuando, por ejemplo el recambio celular
es intenso.

CD14 se expresa en células mieloides y recientemente se ha descrito que CD14 humano
ooexpresa y forma un complejo con TLR2. Se sabe que la expresion de CD14 aumenta por
la adicidn de IFNy, TNFa y componentes bacterianos.

El CD14 reconoce LPS unido @ CD14 soluble o a la proteina que una al LPS (LBP), y ésto
oonduce a la intemalizacidn 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 regidn intracelular muestran homologia por el
receptor de IL1, son los responsables de la transduccidn de sefales que conducen a la
activacion de NF-kp. Ademds del LPS, el peptidoglicano, écido lipoteicoico, fipoproteinas
bacterianas y componentes micobacterianos utilizan TLR2 y TLR4 parae el senalamiento
bioquimico intracelular. En monocitos, CD14 es responsable de la produccién de TNF
inducida por LPS, y dosis bajas induce la sintesis de IL-6, IL-8, prostaglandinas y anién
superoxido (Wright 1990)

En leucocitos polimorfonucieares, CD14 participa en la adhesién a fibrindgeno
dependiente de integrinas, en la fagocitosis independiente de complemento de bacterias
gram negativas, asi como en 13 fagocitosis de células apoptoticas.

La expresidn de CD14 en DC epidémicas en el neonato es interesante, debido a su
papel en el sistema inmune innato.

Respecto a la expresidn de los marcadores endociticos, SR y CD 14, es facil apredar que
las DC que expresan SR y CD14 quizi correspondan a una misma poblacidén, dado que su
variaciin numénica en el penodo neonatal es practicamente la misma. Lamentablemente no
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se pudo realizar el doble marcaje que confirmara esta premisa. La desaparicion de las
células positivas para estos marcadores pudiera ser debida a vanas causas, 1)maduracion
del fenotipo: que las DC ATPasa+SR+CD14+Dec205-MHCII- cambien su repertorio
molecular y se conviertan en las dasicas LC presentes en la epidermis de ratones adultos
ATPasa+SR-CD14-Dec205+MHCIO+. 2) Muerte celular /7 situ, que las DC epidérmicas
SR+CD14+ representen progenitores de las LC, y después de pasar un lapso de tiempo en
este epitelio mueran por apoptosis. y 3) emigraciéon de las DC SR+ CD14+ fuera de la
epidermis. Algunas de estas hipdtesis podrnan ser consideradas para ser probadas mas
adelante formando parte de las perspectivas del trabajo.
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7. CONCLUSIONES

< En la piel de ratones neonatos, las DC no expresan DEC20S, marcador cldsico de las
LC en el adulto, pero si poseen la enzima ATPasa.

A diferencia de las DC epidérmicas de adulto, 1as de neonato (0 dias) si expresan SR
y CD14.

< Las DC epidérmicas de los ratones neonatos al dia 0 de edad que expresan SR y
CD14 se encuentran en mucho mayor densidad que las DC que expresan MHC II.

< Las DC epidérmicas de ratones al dia 0 de edad que expresan SR y CD14 presentan
actividad de la enzima ATPasa, verificando con ello que son células de Langerhans,



8. PERSPECTIVAS

< Definir si las poblaciones de DC epidémmicas en el neonato comparten marcadores
como SR, CD14, MHC 1.

< Analizar si las DC presentes en la epidermis de ratones neonatos y adultos expresan
otros receptores también importantes en la inmunidad innata como lo son los

receptores “toll-like” (TLR).

< Evaluar la capacidad funcional de las DC epidérmicas neonatales que expresan SR y
CD14 ante estimulos antigénicos aplicados locaimente.
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9. APENDICE

Reactivos
a) Solucidén Salina Fisioldgica

0.85 g NaCl
- Disolver y aforar a 100 mL de H,0 destilada

b) BSA 0.5 % ( AlbGmina Sérica Bovina)

- 2.5 g Abumina sérica bovina.
Disolver y aforar a 500 mL de Solucién Salina Fisiolégica.

c) PBS 1X

Pesar 1.74g de KH2PO«
- Pesar 4.25g de Na:HPO
- Pesar 5.97g NaCQl
- Disolver, verificar pH 7.2 - 7.4
- Aforar a 1000mL.

d) EDTA 0.5M

- Pesar 46.52 g de EDTA sédico

- Mezclar SO mL de H:O destilada con 50 mL de NaOH 0.5M

- Agregar el EDTA s6dico a la solucién anterior, disolver y ajustar a pH 7.4,
- Aforar a 250 mL de H,0 destilada.

€) Reactivos para ATPasa
* Mezcla de incubacién

Tris-Mal @ 37°C.
Pesar Nitrato de Plomo 0.01g y disolver en 0.5 mL de HO destilada
hirviendo.

- Pesar Sulfato de Magnesio 0.05g y disolver en 1 mL de H:O destilada
hirviendo.
Pesar ATP 1mg y disotver en 4.2 mL de Tris-Mal



- Agregar 500uL de la solucién de MgS0.a la solucidn de Tris-ATP.
- Agregar a la solucidn anterior 300l de la solucidn de PbNO; (Usar punta
distinta) poco a poco e ir disolviendo (Mezcla de incubacisn).

f) Acetona.
g) Cloroformo.
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